UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA DE SAO CARLOS

LAURA PAVAN IOCA

Estudo do metabolismo de fungos utilizando precursores isotopicamente

marcados com °C

Sao Carlos
2015



Laura Pavan loca

Exemplar revisado

O exemplar original encontra-se em

acervo reservado na Biblioteca do 1QSC-USP

Estudo do metabolismo de fungos utilizando precursores isotopicamente

marcados com °C

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica de
Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo como parte
dos requisitos para a obtencao do titulo de Mestre em

Ciéncias.

Area de concentragdo: Quimica Organica e Bioldgica

Orientador: Prof. Dr. Roberto Gomes de Souza Berlinck

Sao Carlos
2015



DEDICATORIA

A minha familia, José, Sueli e Mariana, pelo exemplo de vida,
Ao Franco e Jack, pelo amor incondicional,

Aos amigos, Yasmin, Victor e Raissa, sempre presentes.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck pela orientagao, apoio e amizade.

Ao Prof. Dr. Antonio G. Ferreira (DQ - UFSCar) pela obtencdo dos espectros de
RMN.

Ao Prof. Dr. Alvaro J. Santos Neto e ao Dr. Guilherme M. Titato pelas andlises de

espectrometria de massas de alta resolugao.

A Dra. Fabiana T. R. Martinelli e & Dra. Karin F. B. Camargo pelo apoio técnico.

A todos os colegas do Grupo de Quimica Organica de Sistemas Bioldgicos pela

amizade, sugestdes e companhia nas longas semanas de HPLC.

Ao CNPq pela bolsa de estudos concedida e a CAPES e FAPESP pelo apoio

financeiro.



“Somewhere, something incredible is waiting to be known.”

Carl Sagan



Vi

RESUMO

IOCA, L. P. Estudo do metabolismo de fungos utilizando precursores
isotopicamente marcados com '*C. 2015. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de

Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2015.

Este trabalho objetivou o estudo de rotas de formagdo de metabdlitos secundarios
utilizando precursores isotopicamente marcados com '°C. Os experimentos de
crescimento com adigdo de [1-'*Clacetato, [1,2-"°C;]acetato e [U-"*C3'°N4]-L-cisteina
para o fungo do ambiente marinho Penicillium sp. DRF2 mostrou que as
ciclotiocurvularinas sédo provenientes da rota de formacao de policetideos e pela
incorporacao de L-cisteina, depois da transformacdo desta em 3-mercaptopiruvato.
Os resultados sugerem que a formacdo das ciclotiocurvularinas provém de um
processo de detoxificagdo da a,p-desidrocurvularina. O estudo do metabolismo
secundario de Aspergillus sp. DLM3-8, também do ambiente marinho, mostrou que o
seu perfil metabdlico produzido em experimentos de crescimento sob diferentes
condicdbes € constante. Os experimentos de incorporacdo de precursores
isotopicamente marcados com "*C na naftoquinonaimina, produzida por Aspergillus
sp. DLM3-8 foram inconclusivos, indicando que outras abordagens experimentais

devem ser realizadas para se investigar a biossintese deste metabadlito.

Palavras chaves: fungo marinho, produtos naturais, biossintese, detoxicagéo,

precursores marcados.
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ABSTRACT

IOCA, L. P. Study of the metabolism of fungi using isotopically *C-labeled
precursors. 2015. Dissertation (M.Sc.) — Instituto de Quimica de Sao Carlos,

Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2015.

This investigation aimed investigated the formation routes of secondary metabolites
using '*C-labelled precursors. Feeding experiments with [1-'*Clacetate, [1,2-
3C,lacetate and [U-">C3'°N;]-L-cysteine within the growth medium of the marine-
derived fungi Penicillium sp. DRF2 showed that cyclothiocurvularins are derived from
polyketides and from the incorporation of a L-cysteine residue, after its transformation
into  3-mercaptopyruvate. The results suggest that the formation of
cyclothiocurvularins is derived from a detoxification process of a,p-dehydrocurvularin.
Investigation of the secondary metabolism of a marine-derived Aspergillus sp. DLM3-
8 indicated a stable metabolic profile under a variety of growth conditions. Feeding
experiments with '*C-labelled precursors for the biosynthesis investigation of
naphthoquinoneimine were inconclusive, indicating that other methodologies should

be envisaged in order to investigate the biosynthesis of this metabolite.

Keywords: marine-derived fungi, natural products, biosynthesis, detoxification, 3¢

labeled precursors.
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Capitulo 1 Introdugao

1.1 Estudo de rotas biossintéticas de produtos naturais utilizando precursores

isotopicamente marcados

Metabdlitos secundarios (produtos naturais, PNs) sdo compostos produzidos
por um organismo ou grupo de organismos que para a maioria dos quais ainda nao
se conhece a fungdo. A diversidade e complexidade estrutural dos PNs inspiram
quimicos ha algumas décadas, principalmente por suas atividades bioldgicas, que os
tornam moléculas versateis para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(DEWICK, 2009).

Os PNs podem ser divididos nas seguintes classes estruturais: policetideos,
peptideos nao-ribossomais, terpenos, alcaldides ou de biossintese mista (figura 1.1).
O conjunto de genes que expressa a biossintese de um determinado metabdlito
contém informacgdes sobre a maquinaria enzimatica utilizada pelo organismo para a
sua producao (CLARDY e WALSH, 2004).

Em conjunto com abordagens de biologia molecular, o desenvolvimento de
novas metodologias de isolamento e caracterizagdo de biomoléculas, possibilitou a
investigacdo mais detalhada das rotas biossintéticas e uma maior compreensao dos
mecanismos de agao das enzimas envolvidas.

A abordagem classica utilizada para estudos de biossintese de PNs consiste
em correlacionar precursores isotopicamente marcados com a estrutura do
composto, empregando técnicas de espectrometria de massas (EM) e de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Até o inicio da década de 80, utilizou-se
substratos enriquecidos com atomos radioativos, por exemplo ™C, monitorando a
emissao de radiacdo em pontos especificos do composto enriquecido e em
fragmentos gerados apds sua degradacgao.

O uso de isétopos estaveis e magneticamente ativos, como por exemplo ?H,
3¢, 80 e N, deu-se com os avancos das analises por EM e RMN e a possibilidade
de diferencia-los de compostos isotopicamente ndo marcados. Enquanto que a EM
nao designa especificamente em qual atomo o isétopo foi incorporado, a analise do
padrao de fragmentagédo (EM-EM) de um dado composto por ou por RMN permite tal
atribuicdo sem ambiguidade (SCHNEIDER, 2007; MACEDO JUNIOR, 2007).
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Figura 1.1 - Processos bioquimicos envolvidos na formagao de precursores biossintéticos.
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O is6topo de *C é o mais utilizado para a elucidacao de rotas de biossintese.

Sua distribuigdo isotopica na natureza é de 1,1 %, enquanto o restante (98,9 %) é

proveniente do isétopo magneticamente inerte (**C). Assim, o uso de precursores
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enriquecidos com °C confere & RMN deste nicleo uma excelente ferramenta de
estudo.

Considerando-se um precursor hipotético de dois carbonos, o uso deste
isotopicamente marcado com ">C em um estudo de biossintese pode se desenvolver
de diferentes maneiras, como ilustrado na figura 1.2. Se a marcagao é simples, ou
seja, em um de seus carbonos (C4 ou C;), 0 mapeamento da incorporagdo é
determinado pela comparagao da intensidade dos sinais nos espectros de RMN de
3C do metabdlito padrdo (com abundancia natural de carbono "*C, figura 1.2a) e do
metabdlito marcado (figura 1.2b e c). A diferenca entre as intensidades (Al) fornece a

taxa de incorporagao do precursor.

fsigura 1.2 - Efeito da incorporagdo de precursores marcados com 3C no espectro de RMN de
C.

Precursor Metabdlito Espectro de '3C
Ci C; Ci G, Cs C;
2) — 0 o | |

b) —e—0o— —e—0—
§:|‘Jl|
C) —Oo—e— —O—— | |
e
™
d) —eo—ea— ——— I I
e) —o—e— —e o—
O Abundéncia natural de '*C @ Enriquecido em '*C

Fonte: Adaptado de MACEDO JUNIOR (2007).

Se a marcagdo € em ambos os carbonos (Cq e C;), os sinais satélites
resultantes do acoplamento *C-"°C ('Jcc) ficam evidentes no espectro de RMN de

3C, caso a ligagdo permaneca intacta ao longo da rota biossintética (figura 1.2d).
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Caso a ligagao seja rompida, os carbonos originados fornecerdo singletos mais
intensos (figura 1.2e). Geralmente, a magnitude dos acoplamentos 'Jcc &
suficientemente diferente entre os pares de carbonos de uma mesma unidade
precursora, permitindo distinguir unidades intactas do precursor. Eventualmente, é
possivel se observar um segundo acoplamento ">C-"*C (?Jcc) oriundo da interacédo
de duas unidades adjacentes de precursor (MACEDO JUNIOR, 2007).

Estudos de incorporagcdo com precursores isotopicamente marcados
permitiram investigar as rotas de biossintese de PNs, bem como as reacgdes
envolvidas nestas rotas. A origem biossintética dos metabdlitos secundarios
originarios de plantas, micro e macro-organismos, constitui um dos aspectos mais
relevantes da pesquisa em quimica de PNs. O esclarecimento das rotas bioquimicas
envolvidas em sua formacdo € imprescindivel, pois conhecendo as enzimas
envolvidas nessas reagdes e seus mecanismos, pode-se incrementar ou modificar
uma rota biossintética, utilizando-se de técnicas de engenharia genética e molecular
para sintetiza-los, mimetizando processos biolégicos ou para produzir novos

compostos, com melhores resultados em bioensaios.

1.2 Estudo de biossintese de produtos naturais de micro-organismos no Brasil

Poucos estudos visando a elucidagao da rota biossintética de PNs produzidos
por fungos sao relatados na literatura por pesquisadores brasileiros e apenas dois
séo de fungos do ambiente marinho.

Recente levantamento bibliografico de PNs oriundos de micro-organismos
exclusivamente isolados e purificados por pesquisadores brasileiros, mostra que
apenas 14 % dos metabdlitos secundarios sdo de micro-organismos do ambiente
marinho (3 % de sedimentos marinhos, 6 % de algas e 5 % de invertebrados
marinhos). A mesma analise mostra que 50 % dos metabdlitos isolados s&o oriundos
da rota dos policetidos, 19 % dos terpenos, 13 % dos peptideos, 13 % de
biossintese mista, e 2 % séo alcaldides (IOCA, ALLARD e BERLINCK, 2014).

O primeiro estudo de biossintese de um metabdlito microbiano realizado no
Brasil foi do terreinol (1), isolado do extrato orgénico do meio de cultivo do fungo
Aspergillus terreus. Experimentos utilizando [1-*Clacetato de sodio suprimiram a

producao de 1. A administracdo de [1—13C]—D—glicose ao meio de cultivo indicou que 1
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€ derivado da rota de acetato, e que provavelmente a metila em C13 é proveniente
de metionina (MACEDO JUNIOR, PORTO e MARSAIOLI, 2004).

Experimentos utilizando-se [2-'C]-fenilalanina mostraram que a classe das
brasiliamidas, aqui representada pelo composto brasiliamida A (2), produzida pelo
fungo endofitico de Melia azedarach, Penicillium brasilianum, € oriunda da via dos
fenilpropandides (FILL, SILVA e RODRIGUES-FO, 2010).

A [1-"*C]-D-glicose também foi utilizada para investigar a rota biossintética da
afidicolina (3), um diterpeno produzido pelo fungo endifitico Nigrospora sphaerica.
Ap6s andlise de RMN de *C, concluiu-se que o padrdo de incorporacdo em 3 é

devido a transformagao de glicose em mevalonato (LOPES e PUPO, 2011).

A elucidacao da rota biossintética de dois dihidropirréis N-acilados, a (8E)-1-
(2,3-dihidro-1H-pirrol-1-il)-2-metildec-8-eno-1,3-diona (4) e a 1-(2,3-dihidro-1H-pirrol-
1-il)-2-metildecano-1,3-diona (5), produzidos em meio de cultura pelo fungo
Penicillium citrinum, foi realizada utilizando diferentes precursores isotopicamente
marcados. Apesar da sequéncia de eventos ndo ter sido elucidada, a origem
biossintética desses dois compostos € oriunda de cinco unidades intactas de acetato
(C6 a C15), uma unidade de metionina (C16) e uma unidade de ornitina (C2 a C5)
(ROMMINGER et al., 2012).

Além dos dihidropirréis N-acilados, o mesmo fungo P. citrinum produz em
meio de cultura as citrinalinas A (6) e B (7), assim como a 17-hidroxicitrinalina (8). O
estudo de biossintese desses compostos concluiu que também sao oriundos de uma
rota biossintética mista, a partir de dois residuos de aminoacidos, ornitina (C-16 a C-
19) e triptofano (via acido antranilico, C-7 a C-12), e unidades isopreno derivadas da
glicose, via mevalonato (C-5, C-24, C-25 e C-14, C-26, C-27). Este foi o primeiro
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relato de incorporacdo do residuo de aminoacido ornitina como um precursor na
biossintese de alcalbides prenilados de origem fungica (MERCADO-MARIN et al.,
2014).
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1.3 Biossintese de Policetideos

Os compostos pertencentes a classe dos policetideos compdem uma das
maiores classes de PNs. Sao altamente diversificados e podem apresentar
diferentes atividades bioldgicas. O mecanismo de montagem dos policetideos se
assemelha ao de acidos graxos, ambos utilizando acetato como unidade extensora.
A formacdo dos policetideos pode ser considerada uma ramificagdo entre
metabolismo primario e secundario, devido a uma separagdo no principio da
evolugédo (HERTWECK, 2009).

Experimentos utilizando acetato isotopicamente marcado indicam o
envolvimento de acido graxo sintase (Fatty Acid Sintase, FAS) ou policetideo sintase
(Polyketide Sintase, PKS) na biossintese de um PN. Em ambos os processos, a
cadeia de carbonos é estendida mediante sucessivas condensagdes de Claisen
descarboxilativas, empregando unidades de malonil-SCoA (unidades acetil-SCoA
ativadas), resultando em um aumento de unidades C, intactas a cada ciclo. Assim, a
incorporagao de acetato simplesmente marcado nessas cadeias, representado por
[1-"*Clacetato na figura 1.3, fornece um padrao alternando posigdes marcadas e nao
marcadas (MACEDO JUNIOR, 2007).
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Figura 1.3 - Mecanismo de formacao de acidos graxos e policetideos.
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Diferentemente das FAS, que necessariamente produzem uma cadeia
alifatica linear e pouco funcionalizada (figura 1.4, rota B completa), as PKS utilizam
um conjunto maior de unidades iniciadoras e extensoras, e assim formar cadeias
estruturalmente diversas. Além disso, o ciclo de reducao (KR — cetoredutase, DH —
dehidratase e ER — enoil redutase) a cada extensédo € opcional, surgindo padrdes
mais complexos de funcionalizagéo, originando macrolideos, polifendis, polienos e
poliéteres. Por fim, podem ocorrer modificagdes adicionais, como ciclizacao,
clivagem de ligacado C-C, reagdes de rearranjo, glicosilacao, alquilagao, hidroxilagao,
epoxidacdo e halogenagdo, em decorréncia da existéncia de outros dominios
enzimaticos nos agregados génicos para cada PN.

Os demais dominios apresentados na figura 1.4, KS — B-cetoacil sintase,
MAT/AT — malonil/acil transferase e ACP — proteina carreadora de acila, sao
responsaveis pelo crescimento da cadeia de carbonos.

As PKS séao divididas em trés grupos: PKS | (enzima multidominios), PKS Il
(enzimas monofuncionais) e PKS Ill (enzimas multifuncionais sem dominio ACP).
Elas ainda podem ser classificadas como iPKS (PKS iterativa), onde um conjunto de
dominios enzimaticos catalisam mais de um ciclo de elongagao, ou niPKS (PKS nao
iterativa), ou seja, cada conjunto de dominios catalisa apenas um ciclo, assim o
conjunto de genes que biossintetiza um PN tem varias copias dos mesmos
dominios. No caso das PKS |, elas também s&o classificadas como nrPKS (PKS nao
redutora), prPKS (PKS parcialmente redutora) ou hrPKS (PKS altamente redutora),
dependendo da presenga dos dominios redutores das FAS (HERTWECK, 2009).
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Figura 1.4 - Mecanismos envolvidos na formag¢do de acidos graxos e policetideos,
discriminando as reacdes de cada dominio enzimatico.
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Fonte: Adaptado de HERTWECK (2009).

O dominio ACP tem como fungado transportar as unidades extensoras e
cadeias intermediarias durante a formacdo de um policetideo. Ja o dominio AT
catalisa a transferéncia das unidades extensoras da cadeia policetidica ao dominio
ACP, tendo como residuos cataliticos uma serina, uma histidina e uma arginina.
Sabe-se que o dominio AT é especifico para cada unidade extensora, podendo atuar
como transferase, caso a unidade ligada a serina catalitica € a correta para
determinado dominio AT, ou atua como hidrolase se unidade extensora estiver
incorreta.

O dominio KS, responsavel pela formacédo das ligagdes C-C, & altamente
conservado, sendo utilizado como sonda nucleotidica para a constru¢gao de arvores
filogenéticas. O mecanismo de crescimento da cadeia policetidica n&o é
completamente compreendido, mas o sitio catalitico do dominio KS envolve um
residuo de cisteina e dois de histidina (figura 1.5). Primeiramente o residuo de
cisteina é acilado, recebendo a unidade iniciadora da cadeia policetidica, nesse caso
representado por uma unidade acetil-SACP. Em seguida, o dominico ACP leva a

unidade extensora de malonil-SACP para o sitio ativo, sendo um dos residuos de
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histidina responsavel pela sua interagdo com o sitio ativo. Enquanto isso, o outro
residuo de histidina ativa uma molécula de agua, necessaria para a descarboxilagao
da unidade extensora de malonil-SACP. O ataque nucleofilico da molécula de agua
ao malonil-SACP gera um ion bicarbonato e um enolato, que por sua vez ataca a

cisteina acilada, estendendo a cadeia policetidica.

Figura 1.5 - Mecanismo de reac¢ao hipotético para o dominio KS de PKS.
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Fonte: Adaptado de KEATING-CLAY (2012).

Os dominios responsaveis pela formacao de cadeias policetidicas reduzidas e
acidos graxos sao: KR, DH e ER. O dominio enzimatico KR é responsavel pela
redugdo da carbonila e consequente formacdo da hidroxila, esta podendo ter
orientacdo R ou S. O mecanismo geral (figura 1.6) envolve os residuos dos
aminoacidos lisina, tirosina e serina encontrados no sitio catalitico e uma molécula
de NADPH (fostato de nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzido). A carbonila da
cadeia policetidica sofre um ataque nucleofilico pelo NADPH, assim, o oxigénio
adquire um proton da tirosina catalitica, que € estabilizada pela lisina vizinha. O
residuo de serina tem como funcido ativar a carbonila da cadeia policetidica

crescente antes da reagdo com o NADPH.



23

Figura 1.6 - Mecanismo de reagao hipotético para o dominio KR de PKS
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Fonte: Adaptado de KEATING-CLAY (2012).

A formacéao da dupla ligagéo entre carbonos o e  deve-se a agédo do dominio
DH. O residuo de aspartato foi proposto como doador de préton para a B-hidroxila,
enquanto a histidina catalitica retira um préton do C,, formando a insaturacéo na

cadeia policetidica (figura 1.7).

Figura 1.7 - Mecanismo de reacgao hipotético para o dominio DH de PKS.
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Fonte: Adaptado de KEATING-CLAY (2012).

Por fim, a acdo do dominio ER reduz a insaturagao formada pelo dominio DH.

Este dominio também utiliza uma molécula de NADPH. O NADPH ataca o Cg do
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intermediario enolato (via tautomeria ceto-enol), que aceita um préton do residuo de
tirosina (figura 1.8). Existem dominios ER que ndo possuem esse residuo de
aminoacido, deste modo, acredita-se que o proton doado ao Cy é oriundo de uma
lisina, estabilizada por um residuo de aspartato, ambos presentes no sitio catalitico
de ER (KEATINGE-CLAY, 2012).

Figura 1.8 - Mecanismo de reac¢ao hipotético para o dominio ER de PKS.
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Capitulo 2 Objetivos

O objetivo deste projeto foi investigar a rota de formagao de trés metabdlitos

secundarios: a ciclotiocurvularina A, produzida por Penicillium sp. DRF2 e a

piranonigrina C, bem como a naftoquinonaimina, ambas produzidas por Aspergillus

sp. DLM3-8. As etapas destes estudos foram:

i)

ii)

v)

Realizar experimentos para otimizar as condi¢dbes de cultivo para
maximizar a produg¢ao dos compostos de interesse.

Realizar experimentos de toxicidade com precursores biossintéticos sem
marcacao isotépica com o objetivo de verificar a viabilidade de estudos de
biossintese.

Realizar experimentos de incorporagdo de precursores isotopicamente
marcados adicionados ao meio de cultura, para cada um dos trés
metabalitos.

Isolamento e purificacdo dos metabdlitos isotopicamente marcados
através de técnicas de cromatografia e analise por espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear, de maneira a confirmar a
incorporagao dos precursores.

Propor rotas de formagao para os compostos em estudo.



26

Capitulo 3 Procedimentos experimentais
3.1 Equipamentos e Reagentes
3.1.1 Espectrometria de Massas (EM)

Todas as fracoes obtidas durante este projeto foram analisadas por
cromatografia liquida acoplada a detectores de ultravioleta e de espectrémetria de
massas (CLAE — UV — EM - IES). Esse sistema é composto por um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia Waters®, modelo Alliance 2695, acoplado a um detector
espectrofotométrico UV-visivel Waters®, modelo 2424 e um espectrometro de
massas Waters®, modelo ZQ 2000. Todos gerenciados por um sistema Empower
2.0.

Analises de espectrometria de massas de alta resolugao foram feitas em um
sistema hibrido quadrupolo/tempo-de-voo, modelo Microtof-Qll (Bruker Daltonics). A

amostra foi introduzida via infusao direta usando seringa em uma vazao de 3 pyL/min.

3.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Dois sistemas de CLAE foram utilizados para as separagdes: CLAE
preparativo composto por uma bomba para gradiente quaternario Waters® 2535 e
um detector UV/Visivel Waters® 2489 (Empower 3.0), e um CLAE analitico composto
por uma bomba para gradiente quaternario Waters® 600 Controller e um detector
Waters® 2487 Dual A absorbance (Empower 2.0).

3.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos
utilizando-se um aparelho Bruker DRX 400 (9,4 Tesla), operado a 400,35 MHz na

frequéncia do hidrogénio ('H) e a 100,10 MHz na frequéncia do carbono ('*C).
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As amostras foram preparadas em solventes deuterados da marca Cambridge
Isotopes Laboratories Inc., usado tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia
interna.

Todas as analises de RMN foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos, DQ — UFSCar.

3.1.4 Solventes

Os solventes utilizados para procedimentos de extragao e cromatografia em
coluna pré-empacotada foram em grau analitico (Synth). Nas metodologias de CLAE
foram utilizados solventes em grau cromatografico (AppliChem Panreac) e agua
destilada e purificada em um sistema MIIIi-Q Millipore equipado com resina de troca
ibnica e filtro bioldgico. A agua destilada utilizada para preparo de meio de cultura foi
preparada por um sistema de osmose reversa TE-4007-10 Tecnal.

Lista de solventes: acetato de etila (AcOEt), acetonitrila (MeCN), agua (H20),

diclorometano (CH2Cl;) e metanol (MeOH).
3.1.5 Precursores biossintéticos

Os precursores biossintéticos utilizados ([1-">C]glicose, [1-"*Clacetato, [1,2-
3C,Jacetato e [U-">C3'°N4]-L-cisteina) em todos os experimentos de incorporacéo
foram da marca Cambridge Isotopes Laboratories Inc..
3.2 Generalidades
3.2.1 Procedimento geral utilizado no projeto

Para o estudo de biossintese dos compostos selecionados seguiu-se a

sequéncia de experimentos apresentada na figura 3.1.
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Figura 3.1 - Sequéncia de procedimentos para experimentos de biossintese.
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3.2.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nesse projeto foram malte 3% (M3) e Potato
Dextrose Broth (PDB). A composicao do meio M3 é: 30 g de extrato de malte
(Acumedia®) e 3 g de peptona de soja (Acumedia®), enquanto a composigdo do meio
PDB é: 24 g de Potato Dextrose Broth (Difco™), ambos preparados em 1 L de agua
do mar artificial (ASW) e pH inicial 8,0.

A ASW é composta por: 1,36 g de CaCl,-H;0, 9,68 g de MgCl,-2H,0, 0,61 g
de KCI, 30,0 g de NaCl, 140,0 mg de NaH;PO4, 3,47 g de Na;SO4, 170,0 mg de
NaHCOg3, 100,0 mg de KBr, 40,0 mg de SrCl;-6H,0 e 30,0 mg de HBO3, em 1 L de
agua destilada. Todos os sais sdo da marca Synth. Para meios solidos foram
adicionados 20 g/L de agar (Himedia®).

3.2.3 Suspensao de esporos

Ambas linhagens estudadas foram isoladas de invertebrados marinhos.

Penicillium sp. DRF2 foi isolada a partir da esponja marinha Dragmacidon
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reticulatum, enquanto Aspergillus sp. DLM3-8, da ascidia Didemnum ligulum.

Para recupera-las, as linhagens foram inoculadas em placas de Petri
contendo o meio de cultura M3 e PDB. Apds o crescimento em placas, as linhagens
foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio de cultura. A produgcao de
esporos pela linhagem Penicillium sp. DRF2 foi mais eficiente em meio PDB, por
isso, para os tubos inclinados foi utilizado este meio. A linhagem Aspergillus sp.
DLM3-8 esporulou da mesma maneira em ambos 0os meios, por isso manteve-se o
meio M3.

Para o preparo da solugao de esporos, todas as etapas foram realizadas em
fluxo laminar. Apdés 10 dias de crescimento, adiciou-se 5 mL de solugéo 0,5% de
Tween 80 (Synth) autoclavada a cada tubo de ensaio. Em seguida, o micélio teve
sua superficie raspada com uma alga de 15 cm estéril para que os esporos ficassem
em suspensado. Essa emulsao foi filtrada em um sistema composto por |4 de vidro
em um kitassato com pérolas de vidro. O recipiente foi agitado manualmente para
quebra do esporangeo e liberagcao dos esporos. O filtrado foi transferido para um
tubo Falcon estéril, e centrifugado a 4000 rpm a temperatura ambiente por 15
minutos. A solucao foi descartada e o pellet, contendo os esporos, suspendido em
agua destilada. A etapa composta pela centrifugagao, descarte da fragao liquida e
suspengao em agua foi repetida trés vezes, assegurando a eliminacdo completa do
Tween 80. Os esporos foram entdo contabilizados utilizando uma caémara de
Neubauer. Quando necessario, a solugao de esporos foi diluida para facilitar a

contagem e determinacgao da concentragao de esporos por mililitro.
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Capitulo 4 Estudo da rota de formagao da ciclotiocurvularina A produzida em

meio de cultura pela linhagem fungica Penicillium sp. DRF2

4.1 Biossintese de lactonas do acido dihidroxifenilacético

As lactonas do 4&acido dihidroxifenilacético (Dihydroxyphenylacetic Acid
Lactones, DALs) sdo metabdlitos que possuem uma estrutura macrociclica de 12
carbonos condensada a um anel aromatico, derivado do acido dihidroxifenilacético.
Essa classe de compostos compreende quase trinta substancias relatadas na
literatura, isoladas dos mais diversos géneros de fungos do filo Ascomycota, como
Curvularia, Alternaria, Aspergillus e Penicillium spp. (SHEN et al., 2015).

O primeiro metabdlito classificado como DAL e que nomeia grande parte dos
compostos inseridos nessa classe € a curvularina (9), obtida a partir do meio de
cultura do fungo Curvularia sp.. Além de relatar o isolamento de 9, um estudo de
biossintese foi feito utilizando acetato de sodio marcado com 'C na carbonila, e
concluiu que, assim como os acidos graxos, 9 também era constituida seguindo a

condensacao cabeca-cauda de oito unidades de acetato (BIRCH et al., 1959).

OO O+ O
HO HO
AN
OH O OH O
9 10

Apos trinta anos, foi isolada a a,B-desidrocurvularina (10) do meio de cultura
do fungo Alternaria cinerariae. Apos adicao de acetato isotopicamente marcado com
BC ([1-3C], [2-°C] e [1,2-"*C3]) e re-isolamento de 10 com diferentes marcacdes,
confirmou-se, pelas analises de RMN 2D INADEQUATE, a conectividade entre
atomos de carbono vizinhos de unidade intactas de [1,2-'°C,Jacetato e unidades
adjacentes do mesmo precursor, utilizando-se uma mistura 1:1 de [1-°C]:[2-
3Clacetato (figura 4.1). O estudo também incluiu a incorporagéo de acetato marcado
isotopicamente com '®0 e ?H. No primeiro caso, observou-se que os oxigénios da

macrolactona (exceto O-9) e as hidroxilas sdo oriundos das unidades de acetato. O
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uso de acetato marcado com deutério revelou que a reagdo em C-12 ¢é
estereoespecifica (ARAI et al., 1989).

Figura 4.1 - Proposta biossintética para a a,f-desidrocurvularina.

ACP
Os_S
O 0 OH
M scoa . O __, HO
(@) —_—
Acetil-CoA 8x X
O O

Estudos posteriores testaram a incorporacdo de precursores avangados
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durante a biossintese da «o,B-desidrocurvularina (10), os di-, tri- e tetracetideos 11-
18, correspondentes a cadeia de carbonos parcialmente reduzida de C-9 a C-16.
Estes foram sintetizados como tioésteres da N-acetilcisteamina (SNAC), pois sao
substratos mais provaveis para as PKS. Além disso, para evitar a degradacédo dos

precursores, inibidores da biossintese de acidos graxos foram adicionados ao meio

de cultura.
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A incorporacdo de 11, 12, 15-17 foi confirmada apds analise de RMN de *C

da a,B-desidrocurvularina obtida, observando-se sinais satélites do acoplamento dos
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carbonos isotopicamente marcados que foram incorporados. No caso de 17,
verificou-se que O-9 é oriundo da carbonila de acetato.

Acredita-se que os precursores 13, 14 e 18 nao foram incorporados em 10,
pois a maquinaria PKS que a biossintetiza permite apenas o uso de cadeias
externas de tamanhos e estados de oxidacao especificos (YOSHIZAWA et al., 1990;
LI, MARTIN e VEDERAS, 1992; LIU, LI e VEDERAS, 1998).

Experimentos utilizando a,B-desidrocurvularina (10) isotopicamente marcada
adicionada ao meio de cultura concluiu que 10 é o produto final da PKS, que apos
ser secretada pela célula é reduzida a curvularina (9) por enzimas extracelulares. Ja
a formacdo da 11-hidroxi-curvularina (19) é oriunda da adicdo de agua na
instauracao de 10 via adi¢cao de Michael (figura 4.2) (LIU, LI e VEDERAS, 1998).

Figura 4.2 - Transformacgao de o,-desidrocurvularina em 11-hidroxi-curvularina.
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Os genes responsaveis pela biossintese da a,p-desidrocurvularina (10) foram
caracterizados e reproduzidos em Sacharomyces cerevisiae via expressao
heterdloga. Concluiu-se que 10 é biossintetizada por um par de iPKS: primeiramente
uma hrPKS produz uma cadeia tetracetidica reduzida, correspondente aos C-9 a C-
16, que depois € transferida a uma nrPKS, onde sdo condensadas mais quatro
unidades de acetato n&o reduzidas, responsaveis pela formacdo do anel 1,3-
benzenodiol apds ciclizac&o (figura 4.3).

A expressdo somente de um dos agregados génicos responsaveis pela
producéo de 10, ou seja, a expressdo exclusiva da hrPKS ou da nrPKS em S.
cerevisiae nao resultou na produgao da a,B-desidrocurvularina (10). No entanto, o
cultivo da cepa que expressa a nrPKS com concomitante adicdo do precursor

avangado 15 ao meio de cultura, observou-se a produgao de 10 (XU et al., 2013).
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Figura 4.3 - Formagao de a,p-desidrocurvularina por iPKS.
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Fonte: Adaptado de XU et al. (2013).

4.2 Produtos naturais de fungos contendo um residuo mercaptolactato

Poucos exemplos sédo encontrados na literatura de compostos sulfurados
produzidos por fungos. Recentemente dois novos compostos contendo um residuo
3-mercaptolactato condensado a um macrociclo derivado da classe das curvularinas
foram isolados pelo Dr. Marcos Venicius Castro, nomeados ciclotiocurcularina A (20)
e B (21), do meio de cultura da linhagem fungica Penicillium sp. DRF2, oriundo da

esponja marinha Dragmacidon reticulatum (CASTRO, 2015).

HO,C_OH HO,C,_ OH
\H O OH \H O OH

O pandangolideo 3 (22) (JADULCO et al., 2001), as sumanarinas A (23) e C
(24) (MENG et al., 2013) e o parafaeosfaerideo A (25) (LI et al., 2015), também
apresentam o residuo de 3-mercaptolactato ou derivado em sua estrutura.

Considerando os metabdlitos 24 e 25, os autores sugerem sua formagdo como a
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adicao de Michael do residuo de 3-mercaptopiruvato na instauragao dos compostos

o,B-desidrocurvularina (10) e parafaeosfaerideo C (26), respectivamente.

o
O =
0
0 s
HO&[) RONSon
CO,CHj 0
23R = CH,
24R = H

Assim, o presente estudo busca determinar a origem do anel tetrahidrotiofeno
do composto ciclotiocurvularina A (20) e propor uma rota para a sua formagao. Este
residuo nunca foi observado como parte da estrutura de um metabdlito secundario

produzido por fungo.
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4.3 Metodologia
4.3.1 Condicoes 6timas de cultivo para a produgao de ciclotiocurvularina A

O estudo do metabolismo secundario da linhagem fungica Penicillium sp.
DRF2 foi descrito por Castro (2015). A produgao da ciclotiocurvularina A (20) foi
otimizada utilizando-se experimentos e analises de quimiometria, obtendo-se como
condicdo 6tima de cultivo: 80% da concentragao total de nutrientes do meio de
cultura malte 3%, 10% da concentracdo total de sais (oriundos da agua do mar
artificial), temperatura de crescimento de 15 °C, em modo estatico, e tempo de
cultivo de 35 dias.

Apds o tempo de crescimento, 0 meio de cultura foi filtrado a vacuo através de
uma camada de celite, separando-o do micélio. Em seguida foi feito um “clean-up”
do meio por extragdo em fase sélida (EFS) em coluna de silica gel derivatizada com
grupos C1g (Sep-Pak® Vac 35cc — 10 g), utilizando-se fase mével composta por H-0 /
MeOH 1:0 (FO), 3:1 (F1), 1:1 (F2), 1:3 (F3) e 0:1 (F4). O composto em estudo foi
obtido na fragdo F2, coletada e evaporada sob vacuo (Thermo Scientific — Savant,
modelo SC210A).

No presente trabalho, adotou-se o mesmo procedimento estabelecido por
Castro (2015) para o crescimento e fracionamento cromatografico inicial do meio de
cultura produzido por Penicillium sp. DRF2. As fragdes oriundas do fracionamento do
extrato do meio de cultura do fungo Penicillium sp. DRF2 foram analisadas por
CLAE-UV-EM (item 3.1.2) em uma coluna de fase reversa Cig Waters® X-Terra
(dimensdes: 4,6 x 25 mm, 5 ym), utilizando-se um gradiente linear de eluicao 30-
90% MeOH em H,0 por 20 minutos, ambos com 0,01% de acido férmico.

4.3.2 Curva de producgao de ciclotiocurvularina A

ApOs recuperacdo da linhagem fungica Penicillium sp. DRF2 e preparo da
solucdo de esporos, esta foi cultivada em frascos Shott de 400 mL contendo 100 mL
do meio de cultura, com inéculos contendo 10° esporos/mL. O tempo de crescimento

variou de 2 a 34 dias, realizando-se extracdes apenas nos dias pares. As extracoes
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foram realizadas como descrito no item 4.3.1. Todos os experimentos foram feitos
em duplicata.

O perfil metabdlico da fracdo F2 obtida apés EFS do meio de cultura foi
analisado por CLAE-UV-EM. Nos cromatogramas obtidos, mediu-se a area sob o

pico correspondente a ciclotiocurvularina A (20) no comprimento de onda de 254 nm.

4.3.3 Teste de toxicidade com precursores isotopicamente nao-marcados

A linhagem fungica Penicillium sp. DRF2 foi cultivada adicionando-se
quantidades crescentes de acetato de sdédio (AcONa) e L-cisteina (L-Cys), com o
intuito de se observar uma eventual toxicidade destes precursores. Observou-se o
crescimento e morfologia macroscopica do fungo, bem como o perfil metabdlico da
fracdo F2 obtida apés EFS do meio de cultura (analisado por CLAE-UV-EM sob um
gradiente exploratério como descrito em 4.3.1).

A linhagem foi cultivada em frascos Shott de 200 mL contendo 50 mL de meio
de cultivo, com indculos de 10° esporos/mL. Foram adicionados 0,5 g/L, 1,0 g/L e 2,0
g/L em diferentes experimentos de crescimento no primeiro e no sexto dia de
crescimento. Foram mantidas duas culturas sem adicdo de precursor como
experimentos padrao. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Apos o periodo de crescimento, os meios de cultura foram filtrados,

submetidos a EFS e analisados por CLAE-UV-EM como descrito em 4.3.1.

4.3.4 Experimento de incorporacao de precursores isotopicamente marcados

Foram realizados experimentos com adi¢cdo de precursores isotopicamente
marcados no meio de cultura do fungo Pencillium sp. DRF2. Cada experimento foi
realizado em triplicata.

A linhagem foi cultivada em pequena escala como descrito em 4.3.3. A adigao
de [1-"*CJAcONa, [1,2-"*C;JAcONa e [U-"*C3'"°N4J-L-Cys foi feita no sexto dia de
crescimento. Os meios de cultura foram extraidos no vigésimo dia de crescimento.
Os indculos foram enriquecidos com precursores isotopicamente marcados com '*C

em uma concentragao final de 1 g/L para acetato e 0,25 g/L para L-cisteina. O perfil
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metabdlico da fragao F2 obtida apds EFS do meio de cultura foi analisado por CLAE-
UV-EM para confirmar a incorporacéo dos precursores na ciclotiocurvularina A.

Com um resultado positivo de incorporagao, o fungo Penicillium sp. DRF2 foi
cultivado nas mesmas condi¢des em maior volume (totalizando 0,5 L para cada
precursor) para procedimentos de isolamento e purificacdo do composto

ciclotiocurvularina A (20) isotopicamente marcado.

4.3.5 Isolamento e purificagao da ciclotiocurvularina A enriquecida

A fragdo F2 obtida apos EFS do meio de cultura de cada experimento de
incorporacgao foi separada por CLAE utilizando-se coluna preparativa de fase reversa
Cs Inertsil/C8-4 (dimensdes: 14 x 250 mm, 5 uym), utilizando-se como fase movel
MeCN / H,O (34:66), fluxo 7 mL/min e monitorada nos comprimentos de onda 254 e
280 nm. Esta separacéo resultou em quatro fragées (A-D).

A purificagdo da fracdo F2-A foi realizada por CLAE em coluna semi-
preparativa de fase reversa C+g Inertsil/ODS2 (dimensdes: 9,4 x 250 mm, 5 uym), fase
moével MeCN / MeOH / H,O (17:33:50), fluxo 2 mL/min e monitorada nos

comprimentos de onda 254 e 280 nm.

4.3.6 Analise por ressonancia magnética nuclear do composto

ciclotiocurvularina A isotopicamente marcada

A ciclotiocurvularina A (20) foi submetida & analises por RMN de '*C para
obtencdo de dados que indicassem a incorporagao dos precursores isotopicamente
marcados oriundos dos diferentes experimentos de incorporagdo. Aproximadamente
3 mg de cada amostra foram diluidos em 150 pyL de MeOH-d,, utilizando-se TMS
como padrao de referéncia interna.

Os espectros de RMN de "*C foram utilizados para o calculo das taxas de
incorporagao especifica para cada carbono. Assim, determinou-se as areas dos
singletos para cada carbono da molécula padréo por integragéo de sinais, utilizando-
se o software TopSpin 2.0. Estes valores foram utilizados como fonte de referéncia,

totalizando 1,1 % (indicativo da abundancia natural de "*C em qualquer molécula). A
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seguir, determinou-se a soma das areas do singleto central e multipletos adjacentes
para as moléculas que sofreram incorporacdo com precursores marcados com '°C.
Estes valores foram calculados em relacido aos valores obtidos para a molécula
padrao, resultando na taxa de incorporagdao especifica em % (KUBANEK e
ANDERSEN, 1999).

4.3.7 Experimento de incorporagao de homocisteina

A linhagem Penicillium sp. DRF2 foi cultivada em 1 L de meio de cultura,
como descrito em 4.3.3. Os indculos foram enriquecidos com homocisteina em uma
concentracgao final de 0,25 g/L no sexto dia de crescimento. O meio de cultura foi
filtrado no vigésimo dia de crescimento, seguindo-se pré-purificacdo por EFS. Todas
as fracdes foram coletadas: H,O / MeOH 3:1 (F1), 1:1 (F2), 1:3 (F3) e 0:1 (F4). O
perfil metabdlico de cada fragcao foi analisado por CLAE-UV-EM.

4.3.8 Isolamento e purificagcao das fragdées oriundas do meio de crescimento

enriquecido com homocisteina do fungo Penicillium sp. DRF2

Apés andlise por CLAE-UV-EM, as fragbes F2 e F3 foram reunidas e as
demais descartadas. Para a sua separagao por CLAE foi utilizada um coluna semi-
preparativa de fase reversa Cqg Inertsil/ODS2 (dimensdes 9,4 x 250 mm, 5 ym); fase
moével MeOH / H;0 3:2, fluxo 2 mL/min e monitorada nos comprimentos de onda 254
e 280 nm. Esta separacéo resultou em trés fragdes (A-C).

A fracdo B foi purificada por CLAE em coluna semi-preparativa de fase
reversa Cg InertSustain (dimensdes 10 x 250 mm, 5 ym); fase moével MeOH / H,O
3:7 por 2 min, MeOH / H,0 2:3 por 2 min e MeOH / H,0 45:55 por 36 min, fluxo 2,5
mL/min e monitorada nos comprimentos de onda 254 e 280 nm. Dessa separacao
foram obtidas sete fragbes, nomeadas B1-B7. Apds analise por CLAE-UV-EM,
constatou-se que as fragbes B2-B5 estavam puras e foram encaminhadas para
analises por RMN de 'H.

4.4 Resultados e Discussao
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4.4.1 Obtencgao da curva de producao da ciclotiocurvularina A por Penicillium
sp. DRF2

A medida da area sob o pico correspondente a ciclotiocurvularina A (20, t, =
14,1 min) € mostrada na tabela 4.1, onde R1 e R2 designam as duplicatas de cada
experimento. A analise desses dados indica que a produc¢ao de 20 se inicia no sexto
dia de crescimento e tem um ponto maximo no vigésimo dia. Os dados da tabela 4.1
foram utilizados para a constru¢ao da curva de producao apresentada na figura 4.4.

Considerando-se que os precursores biossintéticos (acetato e aminoacidos
em geral) podem ser desviados para rotas do metabolismo primario, como
respiragdo celular e produgdo de enzimas, o dia escolhido para a adi¢ao do
precursor ao meio de cultivo foi o sexto dia de crescimento. Do mesmo modo, o
vigésimo dia de crescimento foi selecionado para a extracdo dos metabdlitos
produzidos em meio de cultivo por EFS, evitando-se uma eventual degradagao do

composto 20.

Tabela 4.1 - Medidas da area sob o pico correspondente a ciclotiocurvularina A produzida em
cultivos com tempos diferentes de crescimento pela linhagem fingica Penicillium sp. DRF2.

Tempo Area sob pico

(dias) R1 A R2 m Média
0 0 0 0,0
2 0 0 0,0
4 0 0 0,0
6 1 0 0,5
8 21 26 23,5
10 36 61 48,5
12 78 70 74,0
14 105 100 102,5
16 136 123 129,5
18 122 148 135,0
20 223 219 221,0
22 160 131 145,5
24 147 169 158,0
26 166 150 158,0
28 148 187 167,5
30 166 111 138,5
32 185 169 177,0

34 132 149 140,5
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Figura 4.4 - Curva de produgao da ciclotiocurvularina A produzido em meio de cultura pela
linhagem fungica Penicillium sp. DRF2.
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4.4.2 Testes de toxicidade com precursores nao marcados isotopicamente

O teste de toxicidade com acetato de sédio sem marcacao isotépica (AcONa)
nao mostrou qualquer mudancga no perfil metabdlico da linhagem fangica Penicillium
sp. DRF2 ou em sua morfologia macroscopica apés a adicdo de qualquer
quantidade de AcONa ao meio de cultivo no primeiro ou no sexto dia de
crescimento. Deste modo, foi utilizada a concentragdo de 1 g/L para testes iniciais de
incorporagdo em pequena escala com os precursores [1-'>Clacetato de sédio e [1,2-
3Clacetato de sddio.

O teste de toxicidade com L-cisteina (L-Cys) sem marcagéao isotopica mostrou
que o fungo esporula intensamente nas concentragdes 0,5 g/L e 1 g/L, quando o
aminoacido é adicionado no sexto dia de crescimento (figura 4.5). Além disso, a
analise dos cromatogramas dos extratos mostra que nesta condicdo o perfil
metabdlico € alterado substancialmente, com a reducédo da produg¢do do composto
em t, = 12,06 min (seta vermelha), outros desaparecendo completamente (t; = 14,09,
seta verde) e outros sendo produzidos como os de t; = 9,17 e 14,39 (setas azuis)
nas concentragdes acima de 2 g/L de L-Cys (figura 4.6). Quando a adigdo ocorre
concomitantemente ao indculo, ou seja, no primeiro dia de crescimento, o

crescimento do fungo ficou comprometido.
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A toxidez de cisteina ja foi relatada na literatura, sendo atribuida a reatividade
do grupo sulfidrila e sua capacidade redutora. Em concentragées acima de 2 mM,

observou-se mudangas morfoldgicas em fungos (KUNERT, 2000).

Figura 4.5 - Morfologia macroscoépica da linhagem fungica Penicillium sp. DRF2 na auséncia de
precursor (a) e na presenga de 0,5 g/L de L-Cys (b).

Figura 4.6 - Sobreposicdo dos cromatogramas (A, = 254 nm) do extrato do meio de cultura da
linhagem fuingica Penicillium sp. DRF2 com adigao de L-Cys nas concentragoes 0,0 g/L (preto),
0,5 g/L (azul) e 2,0 g/L (ciano).
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A analise dos cromatogramas dos extratos dos testes de toxicidade de
crescimento do fungo Penicillium sp. DRF2 na presenga de L-Cys quanto a produgao
de ciclotiocurvularina A, mostrou que a partir da concentragao de 1 g/L a produgao
deste composto (t- 14,06 — m/z 411) é reduzida, enquanto na concentragao de 0,5
g/L, outros compostos s&o produzidos. Portanto os experimentos com adigédo de [U-
3C™N,]-L-cisteina foram realizados na concentracgéo de 0,25 g/L.
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4.4.3 Experimentos de biossintese para ciclotiocurvularina A

Apos a EFS dos experimentos de crescimento enriquecidos com [1-
BClacetato de sodio, [1,2-"°C,Jacetato de sodio e [U-"C3'Ni]-L-cisteina, e
purificagdo das fragbes contendo a ciclotiocurvularina A (20), obteve-se 3,0 mg, 3,6
mg e 9,3 mg de 20 com cada precursor, respectivamente.

As analises por CLAE-UV-EM indicaram a incorporagao desses precursores.
Observou-se um aumento na intensidade dos sinais dos ions [M+H]" quando
comparados com 20 sem marcacgao isotopica (figura 4.7a). Também foi possivel
observar um aumento expressivo na intensidade dos sinais [M+2], [M+3]*, [M+4]",
[M+5]", [M+6]", [M+7]" e [M+8]",de acordo com o padrdo de incorpora¢do de uma,
duas, trés, quatro, cinco, seis e sete unidades de [1-"*CJacetato de sédio (figura
4.7b). Do mesmo modo, observou-se um incremento no valor dos sinais [M+3]",
[M+5]", [M+7]", [M+9]", [M+11]", [M+13]" e [M+15]",de acordo com o padrdo de
incorporagao de uma, duas, trés, quatro, cinco, seis e sete unidades de [1,2-
3C,]acetato de sddio (figura 4.7¢). J& na amostra com incorporacado de [U-">C3'°N]-
L-cisteina, além do incremento do sinal do ion [M+H]", observou-se também um
aumento do sinal [M+4]", correspondente a incorporagéo de uma unidade intacta de
[U-"3C3"°N4]-L-cisteina (figura 4.7d).

O mesmo padrao de incorporacdo obtido no espectro de massas da
ciclotiocurvularina A foi observado para a ciclotiocurvularina B (21) quando o meio de
cultura foi enriquecido com precursores isotopicamente marcados com '*C. No
entanto, analises de RMN de "*C nao foram realizadas pela pouca quantidade de
massa que se obteve de 21 apos sua purificagdo: 0,3 mg ([1—13C]ACONa), 0,7 mg
([1,2-"*C2JAcONa) e 2,7 mg ([U-">C;"N]-L-cisteina).

A tabela 4.2 apresenta a taxa de incorporagao especifica calculada para cada
carbono da ciclotiocurvularina A (20), indicando quais carbonos sofreram marcagao
isotopica. Os espectros de RMN de "*C processados pelo programa TopSpin 2.0,
com os sinais integrados para o calculo das taxas de incorporagéo, encontram-se no
anexo.

A figura 4.8 apresenta a sobreposicdo dos espectros de RMN de 3C da
ciclotiocurvularina A (20) sem marcagao isotopica (preto) e incorporada com [1-
3CJAcONa (vermelho). Nesta figura fica evidente o aumento na intensidade dos

sinais correspondentes aos carbonos C-1, C-3, C-5, C-7, C-9, C-13 e C-15. Na
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tabela 4.2 (terceira coluna) esta calculada a taxa de incorporagdo desse precursor
para cada sinal no espectro de RMN de "*C. O sinal correspondente ao carbono C-
11 esta sobreposto ao sinal do solvente (MeOH-ds). O padrdo de incorporagao

observado corresponde a formagao de uma cadeia policetidica derivada de acetato.

Figura 4.7 - Espectros de massas de alta resolugao da ciclotiocurvularina A (A, padrao) isolada
do experimento com adigio dos precursores: B) [1-°C]JAcONa, C) [1,2-°C,]JAcONa e D) [U-
*Cc;"°N]-L-Cys.
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O espectro apresentado na figura 4.9 corresponde a analise de RMN de 3c
da ciclotiocurvularina A obtida do experimento de incorporagao de unidades de [1,2-
3C,]acetato de sodio. Observa-se um aumento na intensidade e no surgimento de
multiplicidade dos sinais correspondentes aos carbonos C-1 a C-16. Observa-se
também a presenca de sinais multiplos flanqueando carbonos marcados com '*C.
Estes sinais sdo chamados de “satélites de acoplamento *C-'3C”, fenémeno que
resulta do acoplamento de dois carbonos adjacentes enriquecidos com Bc. 0
célculo das constantes de acoplamento 'Jcc mostra unidades intactas de acetato
incorporadas em 20. Além disso, pode-se observar alguns acoplamentos ?Jcc entre

unidades adjacentes de acetato, exemplificadas na figura 4.9 pelos sinais
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correspondentes aos carbonos C-5 e C-7, nos quais se observam um segundo

dublete, referente ao acoplamento de C-4 com C-5 e de C-6 com C-7. Isso nao

ocorre para C-1 e C-16, tendo em vista que estes carbonos ndo apresentam

carbonos de unidades de acetato adjacentes.

Esses resultados corroboram com a biossintese ja relatada para os

compostos da classe das curvularinas, nos quais, o anel macrociclico é formado por

oito unidades de acetato, sendo a lactona oriunda de cinco unidades e o anel

benzeno por trés unidades intactas de acetato (ARAI et al., 1989).

Tabela 4.2 - Taxa de incorporagao (em %) de precursores isotopicamente marcados com 3C na

ciclotiocurvularina A.

Posicdao & °C? [1-°C;]JAcONa [1,2-°C;]JAcONa [U-°C3"™N;]-L.-Cys  'Jcc

1 172,5 24,21 11,40 1,80

56 Hz
2 38,5 0,94 12,38 2,03
3 136,3 26,94 7,10 2,13

61 Hz
4 111,8 0,98 12,58 2,28
5 162,8 27,58 11,44 1,85

66 Hz
6 103,6 0,98 13,01 2,37
7 160,5 27,67 13,02 1,84

67 Hz
8 121,7 n.d. 10,23 2,19
9 209,7 23,31 11,63 1,09

39 Hz
10 64,0 0,82 14,10 2,42
11 50,0 n.d.* n.d.* n.d.*
12 34,9 1,06 12,76 2,30 36 Hz
13 27,7 23,39 12,91 2,45

34 Hz
14 31,5 1,05 12,12 2,11
15 76,3 22,65 11,79 2,18

39 Hz
16 21,7 1,17 12,63 2,30
17 40,9 1.1 1.1 99,9 38 Hz
18 88,0 n.d. n.d. 99,9 38 e 60 Hz
19 176,6 n.d. n.d. 99,9 60 Hz

#100 MHz, 12 h; n.d.: ndo detectado; n.d.* sobreposto ao sinal do solvente
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Figura 4.8 - Espectros de RMN de B¢ (MeOH-d,;, 100 MHz, 12 h) da ciclotiocurvularina A sem
marcacgao isotopica (preto) e isolada do experimento com adi¢cao do precursor [1 -13C]AcONa
(vermelho). Espectros processados e sobrepostos no programa MestReNova.
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Figura 4.9 - Espectros de RMN de B¢ (MeOH-d,;, 100 MHz, 12 h) da ciclotiocurvularina A sem
marcagao isotopica (preto) e isolada do experimento com adi¢ao do precursor [1,2-1302]Ac0Na
(vermelho). Espectros processados e sobrepostos no programa MestReNova.

1 ca
HO)C). OM Fateos
1 . 8] OH Heon

A Cc6 c7 Weon
Hen

' FO ) He0n
" ] ’ | ce Lareos

e
e
1heon
CA6 T

‘ c2 A
s C44 1heon

woon

es | c-2 :13 8OO0

10000

c“' BOMN)

A7 20000

c3 [
; ca CcA18 -
20000

L 1 0on

i no mo " 190 i 1.0 (L 1o (2] ¥ e o " L M L 0 0 " 20

1 o)



46

O espectro de RMN de ®C apresentado na figura 4.10 da ciclotiocurvularina A
(20) oriunda do experimento de incorporacdo com [U-"C3'°N4]-L-cisteina apresenta
aumento na intensidade e no surgimento da multiplicidade dos sinais
correspondentes aos carbonos C-17, C-18 e C-19, o que comprova que a L-cisteina
€ precursora do acido 2-hidroxi-3-mercaptopropandico (3-mercaptolactato) que
forma o grupo tetrahidrotiofeno da estrutura da ciclotiocurvularina A.

Neste caso, nédo se observa o sinal correspondente a abundancia natural de
3C, completamente sobreposto pelo dublete devido ao acoplamento 'Jcc da
incorporagao intacta do aminoacido L-cisteina como 3-mercaptolactato, verificando-
se uma taxa de incorporagcédo de 99,9 %. A ampliagdo dos sinais referentes aos
carbonos C-17 e C-18, ilustra o padrdo de acoplamento de *C incorporado. O sinal
de C-18 é um duplo dubleto, ja que C-18 esta entre dois carbonos isotopicamente
marcados, enquanto C-17 é um dubleto (figura 4.10). A taxa de incorporacao
observada (1 - 2 %) para os carbonos C-1 a C-16 deve-se a metabolizagao de L-
cisteina pelo fungo, originando primeiramente lactato que ¢é posteriormente
transformado em acetil-SCoA (NELSON e COX, 2011).

Figura 4.10 - Espectros de RMN de "*C (MeOH-d,, 100 MHz, 12 h) da C|clot|ocurvular|na A sem
marcacgao isotdpica (preto) e isolada do experimento com adi¢do do precursor [U- ¥c,®N 1]-L-
Cys (azul). Espectros processados e sobrepostos no programa MestReNova.
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A figura 4.11 mostra a sobreposicédo do cromatograma da fragédo F2 oriunda
da EFS do meio de cultivo obtido apds a incorporacdo de [1-">CJAcONa (azul), [1,2-
3C,]AcONa (vermelho) e [U-"*C,"°N;]-L-cisteina (preto). Nele observa-se que o perfil
cromatografico € o mesmo para todos os extratos, exceto pela presenga de um pico
a mais (P1) no extrato enriquecido com L-cisteina.

Sabendo-se que a linhagem fungica Penicillium sp. DRF2 é produtora de
curvularinas, sugere-se que o metabdlito correspondente ao pico P1 seja a o,p-
desidrocurvularina (10) condensada ao aminoacido cisteina adicionado ao meio de
cultura, formando 27 como um artefato do experimento de incorporagcdo. Essa
hipétese resulta da analise do espectro de massas de P1 apresentado na figura
4.12-P1, no qual m/z 412 corresponde ao sinal do ion [M+H]*, e m/z 416 refere-se ao

sinal [M+5]* que confirma a incorporagao intacta de [U-">C,'"°N;]-L-cisteina.

Figura 4.11 - Sobreposi¢dao dos cromatogramas da fracdo F2 oriunda da EFS do meio de
cultivo da linhagem fuingica Penicillium sp. DRF2 ap6s enriquecimento com precursores.
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Além disso, supde-se que o composto correspondente a P2, de m/z 309, com
um fragmento em m/z 291, seja a 11-hidroxicurvularina (19), enquanto P3 seria a
sumalarina C (24) (MENG, et al., 2013) e P4 seu isbmero 11R, ou vice-versa. A
figura 4.12 mostra os espectros de P3 incorporado com diferentes precursores [1-
BCJAcONa (P3-A), [1,2-°C3JAcONa (P3-B) e [U-"*C;"°Nj]-L-cisteina (P3-C),
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indicando a incorporacao de acetato e do aminoacido L-cisteina como precursor do

residuo 3-mercaptolactato de 24.

Figura 4.12 - Espectro de massas de outros compostos produzidos por Penicillium sp. DRF2
nos experimentos com adigado de precursores isotopicamente marcados.
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Considerando-se esses resultados, duas vias de biossintese para a
ciclotiocurvularina A (20) podem ser propostas (figura 4.13): a incorporagéo de L-
cisteina ocorrre apds sua transformagao em 3-mercaptopiruvato (28), espécie reativa
a ser condensada a cadeia policetidica antes (rota a), ou depois (rota b) da
construgdo do anel aromatico e ciclizagdo da macrolactona. Na rota (b) o 3-
mercaptopiruvato reage com a,p-desidrocurvularina (10) por uma adicao de Michael
na ligagéo dupla conjugada, como uma pos-funcionalizagao.

Alguns fatos suportam que a rota (b) € mais provavel que a rota (a): a alta
taxa de incorporagdo do aminoacido L-cisteina, sugere que a reagao ocorra como
um processo quimico, pois uma taxa de incorporacao de aproximadamente 100 %
indica que o aminoacido L-cisteina foi pouco desviado para rotas de metabolismo
primario, como producdo de proteinas; sabe-se que a,p-desidrocurvularina (10)

facilmente reage por adigdo de Michael nas posi¢des 10 e 11 (LIU, LI e VEDERAS,
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1998), neste caso formando como 27 artefato. Além disso, foi isolado um
estereoisdbmero da ciclotiocurvularina A, a ciclotiocurvularina B (21), sugerindo que a
formacao de 20 ndo ocorra por um processo enzimatico estereoespecifico. Por fim, é
conhecida a atividade citotoxica de 10, ICs de 6,0 uM e 4,0 uM contra as linhagens
de células tumorais HelLa (cancer cervical) e MCF-7 (cancer de mama) (MENG et al.,
2013), também produzida pelo fungo Penicillium sp. DRF2, enquanto que a
ciclotiocurvularina A (20) nao apresentou tal atividade contra as mesmas linhagens
de células (CASTRO, 2015).

Desta forma, sugere-se que a formagao das ciclotiocurvularinas resulte de um
processo de detoxificagdo da a,B-desidrocurvularina pelo fungo. Pelo fato das
ciclotiocurvularinas terem sido obtidas do extrato do meio de cultivo de uma
condicdo de crescimento otimizada pelos procedimentos de planejamento
experimental, atribui-se a produgdo destas pela ativagdo de um mecanismo de

detoxificagao devida a produgcédo descomedida de 10.

Figura 4.13 - Propostas de rotas biossintéticas para a ciclotiocurvularina A.
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O processo de detoxificacdo pode ocorrer através da incorporagcdo de
glutationa (GSH, 29) a compostos xenobidticos. Esse tripeptideo, formado pelos
residuos de glutamato, cisteina e glicina, € fundamental para manter a homeostase
redox da célula, tendo como funcgbes limpar espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e servir como estoque e transporte do aminoacido cisteina (HUBER,
ALMEIDA e FATIMA, 2008).

O mecanismo de detoxificagdo por acao da GSH pode ser dividido em trés
fases: i) processos mediados pelas enzimas do citocromo P450 (n&o obrigatéria); ii)
conjugacao de GSH ao composto toxico, via ligagao pelo grupo tiol da cisteina, para
transforma-lo em uma espécie mais soluvel em agua e de menor toxicidade; iii)
transporte da espécie formada para o exterior da célula. Durante a fase iii, a espécie
formada xenobidtico-GSH, perde os residuos de glutamato e glicina, devido ao
transporte pela membrana celular, sendo excretado da célula como xenobidtico-
cisteina (HUBER, ALMEIDA e FATIMA, 2008).

QOZH H O
- N PN
HoN N COyH
SH
29

A enzima responsavel por catalisar o ataque nucleofilico de GSH ao
xenobidtico (fase ii) € a glutationa transferase (GST). Essa enzima multifuncional,
apresenta uma maior especificidade para um segundo substrato apos sua ligagéao a
GSH e tem como principais substratos haletos de alquila, epoxidos, compostos a,3-
insaturados, haletos de arila e nitro aromaticos (HUBER, ALMEIDA e FATIMA,
2008).

A o,B-desidrocurvularina (10) e parafaeosfaerideo C (26) sdo possiveis
substratos para a GST, pois além de serem eletréfilos, ambos sdo compostos
citotoxicos, podendo induzir um eventual dano ao organismo produtor. Ainda que
esses compostos sejam biotransformados pela enzima GST, existe a necessidade
de uma nova enzima que realize a transaminagao do residuo de L-cisteina ligado ao
substrato para 3-mercaptopiruvato (28), seguida da redugéo da carbonila, formando

3-mercaptolactato, e assim produzindo os compostos sumalarina C (24),
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ciclotiocurvularina A (20) e parafaeosfaerideo C (26). A figura 4.14 exemplifica esse
mecanismo para o0 composto 20. Esse processo foi sugerido para a
biotransformagao de um inibidor de DNA-primase por Aspergillus niger (ADELIN et
al., 2012) e para desintoxicagao de plantas devido ao uso de herbicidas (CUMMINS
et al., 2011). Uma segunda hipétese seria que o residuo de 3-mercaptopiruvato seja
oriundo do catabolismo do amino&cido L-cisteina a piruvato (WROBEL et al., 1997).
Neste caso, a formagédo das ciclotiocurvularinas seria espontanea (mecanismo b,
figura 4.13).

Figura 4.14 - Mecanismo hipotético para a formagao de ciclotiocurvularina A e sumalarina C via
glutationa transferase.
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4.4.4 Experimento de cultivo enriquecido com homocisteina

A figura 4.15 apresenta os espectros de massas das fracbes B2 a B5
oriundas do fracionamento do extrato do meio de cultura enriquecido com

homocisteina da linhagem fungica Penicillium sp. DRF2.
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Como dito anteriormente, sabe-se que esta linhagem é produtora de
curvularinas, portanto sugere-se que o metabdlito correspondente as fragdes B4 e
B5 seja a a,B-desidrocurvularina condensada ao aminoacido nao-proteinogénico
homocisteina (30), formando 31. Cada fragcdo corresponde a um estereocisébmero de
31, uma vez que a adicdo de Michael em 30 na instauracdo da o,B-
desidrocurvularina € possivel e nao estereoespecifica, como relatado para a
formacao da 11-hidroxi-curularina (LIU, LI e VEDERAS, 1998). Essa hipotese resulta
da analise do espectro de massas (4.15-B4 e -B5), no qual m/z 426 corresponde ao
sinal do ion [M+H]", e m/z 291 refere-se ao fragmento correspondente a
macrolactona. Do mesmo modo, as fracbes B2 e B3 correspondem aos
estereoisdbmeros de 27, hipotetizado anteriormente como a «,B-desidrocurvularina

condensada ao residuo do aminoacido cisteina.

HS\/YCOZH

NH,
30

Figura 4.15 - Espectro de massas dos compostos produzidos por Penicillium sp. DRF2 no
experimento de cultivo com adi¢cdao de homocisteina.
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A produgédo das ciclotiocurvularinas A e B e da sumalarina C nao foi
observada nesse experimento. A adicdo de homocisteina ao meio de cultura foi
realizada almejando a formagado de um analogo a ciclotiocurvularina, que, ao invées
do anel tetrahidrotiofeno condensado a macrolactona, teriamos um anel
tetrahidrotiopirano (32). Este composto hipotético teria m/z 425, o qual nao foi
observado, bem como outro composto hipotético (33) analogo a sumalarina C, de
m/z 427.
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Deste modo, sugere-se que a formacdo de 31 ocorra por um processo
quimico (adigdo de Michael), assim como o intermediario 27 (o,B-desidrocurvularina
condensada ao residuo de cisteina), observado no experimento com adi¢cao de L-
cisteina, mas que também pode ser formado via processo de detoxificagao por GST.

Provavelmente, a presenca de 31, formado rapidamente através de um
processo quimico, impede que 27 seja biotransformado nas ciclotiocurvularinas e

sumalarina C pela transaminase anteriormente proposta.

NH HO,C OH

OH

31 32 33
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Capitulo 5 Estudo do metabolismo secundario da linhagem fungica

Aspergillus sp. DLM3-8 para a produgao de metabdlitos de interesse

5.1 O género Aspergillus spp.

O género de linhagens fangicas Aspergillus foi descrito ha quase 300 anos
pelo botanico Antonio Micheli. Atualmente esse género representa um modelo para
estudos comparativos de genoma, totalizando 14 espécies sequenciadas (GIBBONS
e ROKAS, 2013).

Sao conhecidas centenas de espécies desse género, amplamente
distribuidas na natureza, sendo capazes de crescer nos mais diversos ambientes,
incluindo ambientes deficientes de nutrientes. Dentre todas as espécies, destaca-se
A. nidulans como o organismo modelo, o xerdfila A. glaucus e a fabrica celular A.
niger, utilizada para a producéo de proteinas heterélogas e acidos organicos (acido
citrico e gluconato). As enzimas extracelulares de A. oryzae e A. sojae sao
empregadas na panificacdo e fabricacdo de bebidas, como fermentadores da
industria alimenticia, responsaveis pela producado de saqué e molho de soja (LEE et
al., 2013; GIBBONS e ROKAS, 2013).

O metabolismo secundario das linhagens oriundas do ambiente terrestre e
marinho de Aspergillus também é foco de muitos estudos. Diversas substancias ja
foram isoladas, estruturalmente diversas e com potentes atividades bioldgicas
(NIELSEN et al., 2009). A analise do genoma de uma de suas linhagens indicou a
presenga de uma familia de proteinas transcritas juntamente com o regulador global
do metabolismo secundario /aeA, indicando uma ligagdo entre a producgédo de
metabdlitos secundarios, diferenciagcdo morfolégica e a formagdo de esporos.
Mutantes de A. nidulans deficientes na produgdo de metabdlitos secundarios sao
menos téxicos para insetos predadores do que a cepa selvagem. Alguns genes de
Aspergillus spp. sao transcritos apenas quando estas interagem fisicamente com
outros micro-organismos, sugerindo que a produgdo de metabdlitos secundarios
contribui como uma vantagem competitiva (GIBBONS e ROKAS, 2013).

Uma caracteristica marcante da espécie de A. niger € a formacgéo de esporos
de coloragao escura, variando entre verde oliva/marrom a preto. A aparéncia escura

dos esporos deve-se a presenga de pigmentos variados. Alguns desses pigmentos
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sdo caracteristicos de cada espécie, podendo ser utilizados na identificagcdo de
linhagens de Aspergillus.

Mutantes com relacdo a cor de esporos foram utilizados para caracterizar
genes envolvidos na decodificagdo de proteinas requeridas para a pigmentagdo dos
esporos e correlaciona-los ao metabolismo secundario. Apds o cultivo de linhagens
mutantes, a analise do perfil metabdlico revelou uma conexao entre a formacgao de
esporos pigmentados e a produgao de metabdlitos secundarios, especialmente
policetideos, como as aurasperonas, e compostos nitrogenados, como as
piranonigrinas (JORGENSEN et al., 2011).

5.2 Compostos pirano-pirrois: a classe das piranonigrinas

As piranonigrinas apresentam grupos pirano e pirrol condensados.
Inicialmente foram isoladas quatro substancias pertencentes a essa classe,
nomeadas piranonigrinas A-D (34-37), do extrato do meio de cultura de uma cepa de
Aspergillus niger, oriunda de uma esponja marinha, Axinella damicornis (HIORT et
al., 2004). Em 2007, uma estrutura revista (38) foi proposta para a piranonigrina A,
apods o seu reisolamento do extrato de outra cepa de A. niger também oriunda de
ambiente marinho e de um estudo minucioso dos espectros de RMN e dicroismo
circular do composto (SCHLINGMANN et al., 2007).

A piranonigrina, denominada piranonigrina S (39) foi isolada juntamente com
36 do extrato metandlico de linhagens de Aspergillus utilizadas na industria
alimenticia, ambas com atividade antioxidante (MIYAKE et al., 2007; MIYAKE et al.,
2008).

Recentemente, a rota biossintética das piranonigrinas A (38) e S (39) foi
elucidada utilizando-se precursores isotopicamente marcados. Apds analise dos
espectros de RMN de 'C, concluiu-se que 39 é formada por quatro unidades de
acetato (setas vermelhas) e uma do aminoacido glicina (azul), que, apos hidroxilada,
origina 38 (figura 5.1). Durante este estudo, foi isolada a piranonigrina E (40) (RIKO,
NAKAMURA e SHINDO, 2013).
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38 39R=H
40R=CH3

Figura 5.1 - Proposta de rota biossintética para as pirnanonigrinas S e A.
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Fonte: Adaptado de RIKO, NAKAMURA e SHINDO (2013).
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Um estudo simultaneo ao anterior, visando ativar genes silenciados em A.
niger, homologos aos preditos para a classe das piranonigrinas (pynA), fez uso de
promotores para ativar o gene pynA e mais trés genes em torno dele, denominados,
pynB, pynC e pynD. Para essas trés novas sequéncias, foi predita a transcricdo de
uma oxidoredutase FAD-dependente (Flavina-Adenina-Dinucleotéideo), uma N-
metiltransferase e um oxidase P450, respectivamente. Apds o crescimento de A.
niger mutante, isolou-se um novo metabdlito do extrato organico do meio de cultivo,
também denominado piranonigrina E (41). Foi proposto que a formagdo dos anéis
pirano-pirrol ocorre espontaneamente apos a enzima liberar a cadeia PKS-NRPS
(figura 5.2) (AWAKAWA et al., 2013).
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Figura 5.2 - Proposta de rota biossintética para a piranonigrina E.
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Fonte: Adaptado de AWAKAWA et al. (2013); Dominios NRPS: C (condensagdo), A (adenilagdo),
PCP (proteina carreadora de peptideo), DKC (redutase).

Além dos compostos 35-41, isolados de linhagens fungicas do género
Aspergillus, outros metabdlitos secundarios pertencentes a essa classe foram
isolados de cepas de outros géneros, como a cordilactama (42), obtido do extrato do

meio de cultura do fungo Cordyceps sp., patogeno de aranha (ISAKA et al., 2013), a
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piranonigrina F (43), produzida por Penicillium brocae, linhagem isolada da planta de
mangue Avicennia marina (MENG et al., 2015).

Outros alcaldides semelhantes sao as curvupalidas A-C (44-46), isolados do
extrato do meio de cultivo do fungo fitopatogénico Curvularia pallescens, as
faeosfaeridas A-B (47-48), produzidas pelo fungo Phaeosphaeria avenaria
(ABRAHAM, MEYER e ABATE, 1995), e os parafaeosfaerideos A-D (25, 49, 26, 50),
obtidos do meio de cultura do fungo endofitico Paraphaeosphaeria neglecta
(MALONEY et al., 2006), da planta Hawaiana Lycopodiella cernua (LI et al., 2015).

44 R1 = OCH3 Rz = (R)-OH
45 R1 = OCH3 R2 = (S)'OH
46R=H  R,=(S)-OH

: OH

O  oOH
26 R = H

50 R =OCHj

Baseando-se nesses estudos, consideramos que a rota biossintética dos
compostos piranonigrina B (35) e C (36) deveria ser substancialmente distinta da
rota estabelecida para a piranonigrina A (38) e E (41), devido a posi¢ado do atomo de
nitrogénio no anel pirrol. Nossas hipoteses de rotas biossintéticas para os compostos

35 e 36 sdo apresentadas na figura 5.3.
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Figura 5.3 - Hip6teses de rotas de biossintese para a piranonigrina B.
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5.3 Alcaldides a-pironas

Poucos exemplos sdo encontrados na literatura de a-pironas nitrogenadas,
como pirofeno (51) e isopirofeno (52), esterecisébmeros isolados do extrato do meio
de cultura do fungo endofitico Aspergillus niger, obtido da alga marrom Colpomenia
sinuosa (ZHANG et al., 2010), juntamente com o metabdlito naftoquinonaimina (53)
(ZHANG et al., 2007). Além desses compostos, as campironas A-C (54-56),
produzidas por uma cepa de A. niger, endofitica de Zanthoxylum lemairei, se
destacam pela semelhanga com as estruturas anteriores, diferenciando-se pela
origem no atomo de nitrogénio. Supde-se que para 53, o aminoacido constituinte
seja L-fenilalanina, enquanto que para as campironas 54-56, seriam L-isoleucina, L-
leucina e L-valina, respectivamente (TALONTSI et al., 2013).

No primeiro isolamento de 53, foi relatada uma atividade antifungica
moderada contra Candida albicans. Apos o reisolamento desse composto do extrato
da linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8, ensaios de citotoxidade apresentaram
ICs0 de 2,93 pg/mL, 6,67 pg/mL, 6,09 yg/mL e 1,40 pg/mL contra as linhagens
celulares HCT-116 (céncer de cdlon), OVCAR-8 (cancer de ovario), SF295
(glioblastoma) e HL-60 (leucemina) indicando que a naftoquinonaimina (53), além de

citotoxica, é seletiva contra as linhagens de células cancerigenas.
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A atividade citotdxica, assim como a estrutura de 53, provavelmente sendo
formada pela condensacao do pirofeno (51) a uma naftoquinona, estimularam o
estudo da sua origem biossintetica. Nossa hipotese de biossintese para a
naftoquinonaimina é apresentada na figura 5.4.

Figura 5.4 - Hipotese para a rota de biossintese da naftoquinonaimina.
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5.4 Metodologia

5.4.1 Producao de piranonigrina C e naftoquinonaimina por Aspergillus sp.
DLM3-8

O estudo do metabolismo secundario da linhagem fungica Aspergillus sp.
DLM3-8 foi realizado durante projeto de iniciagao cientifica. Durante esse estudo,
foram isolados os compostos piranonigrina C (36) e naftoquinonaimina (53).

Apds recuperagao da linhagem Aspergillus sp. DLM3-8 e preparo da solugao
de esporos, esta foi cultivada em modo estatico, por 21 dias a temperatura ambiente,
na auséncia de luz e pouca ventilagdo, em 1 L de meio de cultura M3. Apds esse
periodo, foi adicionado AcOEt e deixado sob agitacdo por 3 dias. A mistura foi
filtrada a vacuo através de funil de Buchner e uma camada de celite. O filtrado foi
submetido a uma particao liquido-liquido. A fase orgéanica foi separada e evaporada.

Apos a obtencao do extrato organico, este foi separado por cromatografia em
coluna pré-empacotada preparativa com fase estacionaria de silica gel (Stracta™ —
Phenomenex, 10 g / 60 mL). Utilizou-se como fase mével um gradiente de eluigao
CHxCl,/ AcOEt / MeOH 8:2:0 (F1), 6:4:0 (F2), 0:1:0 (F3) e 0:1:1 (F4).

A fracdo aquosa da particdo liquido-liquido foi adicionada uma mistura 1:1:1
das resinas XAD-2, -4 e -7 na proporgao de 15 g para cada 100 mL de meio de
cultivo. A mistura meio + resinas foi deixada sob agitacdo durante uma noite. Apos
filtracdo, a mistura de resinas foi extraida com MeOH, MeOH / acetona 1:1 e
acetona. Os solventes de extragdo da mistura de resina foram reunidos e
evaporados, gerando a fragdo F5. Essa fragao foi dissolvida em agua para realizar
uma extragdo em fase solida, utilizando-se uma coluna cromatografica de silica gel
derivatizada com grupos Cis (Sep-Pak® Vac 35cc — 10 g), e fase mével composta
por H,O / MeOH 7:3 (F5a), 3:7 (F5b) e 0:1 (F5c).

Aliquotas de 1 mg/mL das fragbes F1-F5 foram analisadas por CLAE-UV-EM.
Amostras de piranonigrina C (36) e de naftoquinonaimina (53) foram utilizadas como
padrao e analisadas por CLAE-UV-EM, sob as mesmas condi¢gdes, com o objetivo
de comparar tempo de retencao, espectro no UV e espectro de massas dos mesmos
compostos.

As analises por CLAE-UV-EM foram realizadas em uma coluna de fase

reversa Cig Waters® X-Terra (dimensdes: 4,6 x 25 mm, 5 pm), utilizando-se
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gradiente linear de elui¢do 10-100% MeOH em H,O por 30 minutos, ambos com

0,01% de acido féormico.

5.4.2 Estudo da melhor metodologia de extragcao dos metabdlitos produzidos

em meio de cultura meio de cultivo

O fungo Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivado por 21 dias, na auséncia de luz,
em modo estatico e temperatura ambiente, em frascos Shotts de 200 mL com 50 mL
de meio de cultivo M3. Em seguida foram testados quatro procedimentos para a
obtencao dos extratos:

a) Extracao do meio de cultura + micélio com AcOEt;

b) Filtracao do meio de cultura e subsequente extragdo do meio com AcOEt e
do micélio também com AcOEt, separadamente.

c) Filtracdo do meio de cultura e “clean-up” do meio por EFS em coluna
cromatografica de silica gel derivatizada com grupos Cis, utilizando-se
fase movel composta por H,O / MeOH 1:0, 3:1, 1:1, 1:3 e 0:1. O micélio foi
extraido com MeOH em ultrassom (40 kHz);

d) Extracdo do meio de cultura + micélio com CH,Cl,/ AcOEt 1:1; repetindo-
se o procedimento trés vezes.

Apos a obtencao dos extratos, todos foram dissolvidos em MeCN e filtrados

para remocao de acidos graxos e analisados por CLAE-UV-EM como descrito em
541.

5.4.3 Planejamento fatorial fracionario (PFF)

A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada de acordo com um
PFF de cinco variaveis, sendo estas: concentragao de sais oriundos da agua do ar
artificial ([sais]), tempo de incubacéo (t), temperatura de incubacao (T), agitacdo da
cultura (rpm) e concentracdo total de nutrientes do meio de cultura M3 ([M3]). Foram
realizados 16 experimentos de crescimento, em ftriplicata, conforme apresentado na
tabela 5.1. Esta tabela foi construida considerando-se que cada variavel pode ser

utilizada em dois niveis: (+) como valor maximo da variavel e (-) como valor minimo
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da variavel. Na primeira coluna, correspondente a variavel [sais], intercala-se um
valor de minimo e um de maximo, na segunda coluna (t), intercala-se dois valores de
minimo e dois de maximo, na terceira coluna (T), quatro minimos e quatro maximos,
e a quarta coluna (rpm), oito minimos e oito maximos. O nivel da variavel [M3],
quinta coluna, € dado pela multiplicagdo dos valores de minimo ou maximo do
mesmo experimento, ou seja, para o experimento #1, [M3] sera utilizada em um nivel
maximo (+1), pois [sais] x t x T x rpm = (-1).(-1).(-1).(-1) = +1. A tabela 5.2 mostra os

valores utilizados para os niveis de cada variavel.

Tabela 5.1 - Niveis das variaveis para os experimentos realizados para o PFF para o fungo
Aspergillus sp. DLM3-8.

# [sais] T T rpm [M3]
1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1

Tabela 5.2 - Valores utilizados para cada variavel nos experimentos do PFF para o fungo
Aspergillus sp. DLM3-8.

Variaveis [sais] t (dias) T (°C) rpm [M3]
. 1 10 % 7 15 0 20 %
Niveis +1 90 % 21 30 150 80 %

Apos a obtencdo dos extratos dos meios de cultura de cada experimento de
crescimento de acordo com a melhor metodologia de extragdo determinada em

5.4.2, estes foram analisados por CLAE-UV-EM como descrito em 5.4.1.
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A analise dos cromatogramas foi realizada através da medida das areas dos
picos correspondentes aos compostos em estudo, piranonigrina C (t, = 14,8 min) e

naftoquinonaimina (t; = 26,9 min).

5.4.4 Testes para o cultivo da linhagem Aspergillus sp. DLM3-8

A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada na presenga e
auséncia de luz, em diferentes experimentos, por 7, 14, 21 e 28 dias, a 28 °C, em
modo estatico, utilizando-se os meios de cultivo M3 e PDB, com o objetivo de se
determinar uma nova condicdo para o estudo de biossintese dos compostos
piranonigrina C (36) e naftoquinonaimina (51).

Para isso, a linhagem DLM3-8 foi cultivada em frascos Shott de 400 mL
contendo 100 mL de meio de cultura e indculos contendo 10° esporos/mL. Todos os
experimentos foram extraidos com AcOEt na proporcao 1:1 meio de cultivo / AcOEt,
sob agitacao esporadica durante 3 dias. Apds esse periodo, a mistura foi filirada a
vacuo em funil de Buchner através de uma camada de celite. A mistura heterogénea
foi submetida a uma particao liquido-liquido. A fase aquosa foi descartada e a fase
organica foi evaporada. Os extratos foram evaporados e secos sob vacuo. Apos
medida da massa de cada amostra, estas foram dissolvidas em 10 mL MeCN,

filtradas em algodao e novamente evaporados e secos sob vacuo.

5.4.5 Curva de producao de metabdlitos secundarios

A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada em frascos Shott de
400 mL contendo 100 mL de meio de cultura M3, a 28 °C, em modo estatico com
indéculos contendo 10° esporos/mL. O tempo de crescimento variou entre 5 e 29 dias,
intercalando-se extracdes apenas nos dias impares. As extracdes foram feitas como
descrito no item 5.4.4. Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

O perfil metabdlico do extrato do meio de cultura foi analisado por CLAE-UV-
EM. Os cromatogramas foram analisados medindo-se a area sob os picos

correspondentes a piranonigrina C (36) e naftoquinonaimina (53) em A, = 254 nm.
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5.4.6 Teste de toxicidade com precursores nao-marcados isotopicamente

A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada adicionando-se
quantidades crescentes (0,25 — 2,0 mg/mL) de precursores biossintéticos nao-
marcados isotopicamente: acetato de sddio, propionato de sédio, prolina, metionina
e fenilalanina. Esse experimento foi realizado com o intuito de se observar uma
eventual toxicidade destes precursores para a linhagem fungica produtora dos
metabdlitos de interesse, considerando-se a morfologia macroscoépica do fungo e o
perfil metabdlico do extrato do meio de cultura analisado por CLAE-UV-EM (item
5.4.1). Os experimentos foram realizados em duplicata.

Para isso, esta linhagem foi cultivada em frascos Shott de 400 mL contendo
100 mL de meio de cultivo M3 liquido em ASW, em modo estatico e a 28 °C. Os
precursores foram adicionados no sexto dia de crescimento em experimentos

separados. Apods 14 dias foi feita extracao foi descrito como no item 5.4.4.

5.4.7 Testes de incorporacao de precursores isotopicamente marcados

Foram realizados 3 testes de incorporagcdo de precursores isotopicamente

marcados:

1. A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada 1 L de meio de
cultura M3. Foram adicionados [1-"°C]JAcONa e [1,2-"°C,]JAcONa em trés
momentos (dias 6, 10 e 14), totalizando 1,0 g/L para cada precursor
isotopicamente marcado, em experimentos isolados. Apds 21 dias de
crescimento, a cultura foi extraida com AcOEt como descrito no item 5.4.4.
O extrato obtido foi analisado por CLAE-UV-EM para confirmar ou néo a
incorporacao.

2. Alinhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada em 1 L de meio de
cultura M3. Foram adicionados [1-"°C]glicose, [1->C]JAcONa e [1,2-
3C,]JAcONa no dia sexto dia de cultivo em experimentos separados. Os
experimentos de crescimento foram extraidos com AcOEt como descrito
no item 5.4.4 no vigésimo primeiro dia. Os extratos obtidos foram
analisados por CLAE-UV-EM para observar se houve ou né&o

incorporacao.
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3. A linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8 foi cultivada em Erlenmeyers
de 500 mL contendo 150 mL de meio de cultura M3 com agar, em
duplicata. Foram inoculados 10° esporos/mL e adicionados 100 pg de [1-
3Clglicose, [1->C]JAcONa e [1,2-"*C,JAcONa no primeiro dia, em
experimentos separados. As culturas foram extraidas apés 7 dias de
crescimento com 100 mL de AcOEt em ultrassom por 30 min. A mistura foi
filtrada a vacuo em funil de Buchner através de uma camada de celite, e
submetida a uma parti¢ao liquido-liquido. A fase aquosa foi descartada e a
fase organica foi evaporada, e analisada por CLAE-UV-EM para confirmar

a incorporagao ou n&o dos precursores isotopicamente marcados.
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5.5 Resultados e Discussao

5.5.1 Produgao dos compostos piranonigrina C e naftoquinonaimina

A extragcdo dos metabdlitos produzidos em meio de cultura com AcOEt
forneceu 809,5 mg de extrato bruto, enquanto a extragdo da mistura de resinas
forneceu 512,3 mg de extrato. A separagao cromatografica em coluna de silica do
extrato de acetato de etila forneceu quatro fragbes: F1 (129,6 mg), F2 (98,9 mg), F3
(90,4 mg) e F4 (242,0 mg), enquanto a EFS da extrato obtido da mistura de resina,
obteve-se trés: F5a (282,0 mg), F5b (81,5 mg) e F5¢ (97,0 mg).

A analise por CLAE-UV-EM com extragéo dos ions [M+H]" de m/z 254 e 434,
representando respectivamente, a piranonigrina C e a naftoquinonaimina, e
comparagao do tempo de retengao dos respectivos padrdes (i, = 14,6 min e t, = 26,9
min), mostrou que a piranonigrina C estava presente na fragdo F2 e a
naftoquinonaimina na fracdo F1. Portanto, confirmou-se a produ¢do dos compostos

36 e 53 pela linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8.

5.5.2 Estudo da melhor metodologia de extragdo dos metabdlitos produzidos

em meio de cultivo

A analise por CLAE-UV-EM com extracado dos ions e comparacao do tempo
de retengdo dos respectivos padroes (conforme item anterior), mostrou que a
piranonigrina C (36) e a naftoquinonaimina (53) puderam ser extraidas utilizando-se
os métodos de extragao a, b micélio, ¢ micélio e d (tabela 5.3). Portanto, a produgéo
de ambas esta relacionada a presenga dos esporos da linhagem Aspergillus sp.
DLMS3-8, como relatado por Jorgensen et al. (2011).

A medida da area sob o pico correspondente a cada composto,
individualmente ou a soma de ambos, indicou que a extracdo dos metabdlitos
produzidos em meio de cultivo com CH,Cl, / AcOEt 1:1 foi a mais eficiente. Uma
nova metodologia foi utilizada para a realizagdo do PFF, para unificar a etapa de
extragdo e remogao dos acidos graxos: primeiramente o meio de cultura e o micélio
foram separados através de uma filtragcdo a vacuo utilizando funil de Buchner com

papel de filtro e uma camada de celite. O meio de cultura foi extraido com uma
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mistura de CH,Cl,/ MeOH 9:1 deixando sob agitagao por 1 h. O micélio foi extraido
com uma mistura de CH.CIl, / MeCN 1:1 em ultrassom por 30 min. Ambos os

procedimentos de extracio foram realizados trés vezes.

Tabela 5.3 - Analise das metodologias de extragdo dos metabdlitos produzidos em meio de
cultura da linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8.

Extragaio Area sob pico Massa (mg)
36 53 Extrato1 Extrato 2
A AcOEt 42871 218400 25,3 15,8
B AcOEt micélio 28184 1054451 9,4 7,2
AcOEt meio de cultura - - 5,8 3,8
C MeOH micélio 45353 610405 34,7 15,0
EPS meio de cultura - - 27,0 13,1
D CH.CI,/AcOEt 1:1 69933 1711132 17,7 14,9

5.5.3 Planejamento fatorial fracionario

A andlise por CLAE-UV-EM com extragdo dos ions [M+H]" de m/z 254,
correspondendo a piranonigrina C (36), mostrou que 36 estava presente em apenas
trés extratos, incluindo todas as triplicatas do PFF. Desse modo apenas a medida
das areas do pico correspondente ao composto naftoquinonaimina (53, t; = 26,9 min)
foi considerado para a analise do PFF (tabela 5.4).

Esses valores foram utilizados para o calculo da funcao desejabilidade (D,
equacao 1), na qual D = desejabilidade, R = média das respostas obtidas, L =
menor valor obtido para a resposta, T = maior valor obtido para a resposta. Essa
metodologia multicritério transforma as respostas em um valor adimensional, que
pode variar entre zero (resposta totalmente indesejavel) a 1 (resposta totalmente
desejavel) (CASTRO, 2015). Os valores obtidos para D sdo expostos na tabela 5.5.

R—-L (equagédo 1)

Em seguida foi realizado o calculo do efeito principal (efeito de 12 ordem), que
indica qual € a variavel que mais influencia na resposta dos experimentos. Para isso,
numerou-se cada variavel ([sais] =1, tempo de crescimento = 2, temperatura = 3,

modo de crescimento = 4, [M3] = 5), em seguida, multiplicou-se o valor da
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desejabilidade (D) de cada experimento pelo nivel (-1 ou +1) de cada variavel (tabela
5.1). A somatéria desses valores €& divido por 8, ou seja, a média entre os
experimentos com nivel maximo e minimo. O resultado do calculo é mostrado na
tabela 5.5. O efeito de segunda ordem, que considera a interagdo entre duas
variaveis, também foi calculado. Neste caso, multiplicam-se os niveis (-1 ou +1)
correspondentes a duas varidveis pela desejabilidade de cada experimento.
Novamente, a somatdria é dividida por 8. O resultado desse calculo também é

apresentado na tabela 5.5.

Tabela 5.4 - Medida da area sob a curva do pico correspondente a naftoquinonaimina (R1, R2 e
R3 representam a triplicata.

# R1 R2 R3 Média (R)
1 1586 580 2131 1432
2 1685 2854 25954 10164
3 15955 68625 250497 111692
4 28816 39495 218543 95618
5 200144 242531 173186 205287
6 248225 266549 415126 309967
7 131131 26906 542347 233461
8 175446 250240 363546 263077
9 1377 18108 619 6701
10 4989 2691 785 2822
11 1747 1643 997 1462
12 615 550 397 521
13 2982 1206 26738 10309
14 5212 6002 1050 4088
15 180 400 28293 9624
16 260 290 6601 2384

Os resultados apresentados na tabela 5.5 indicam as condicbes de
crescimento do experimento #6 como as melhores para a produgdo de
naftoquinonaimina (53), dentre os 16 experimento realizados. O experimento #6
apresentou o maior valor para a fungédo desejabilidade: 0,57. A fim de determinar a
melhor condi¢cdo de crescimento dentre todos os 32 experimentos possiveis em um
PF, calculou-se os efeitos de 12 e 22 ordem. O maior valor em modulo para efeito de
12 ordem é -0,28, resultante da variavel 4, modo de crescimento. O sinal negativo
indica que essa variavel deve ser usada em seu nivel minimo, portanto um cultivo

sem agitagao.
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Com a defini¢gao da variavel principal (4, modo de crescimento), calcularam-se
os efeitos de 22 ordem. Considerando-se o nivel -1 como padrao, define-se o nivel a
ser utilizado para as demais variaveis. Todos os valores de efeitos de 22 ordem
foram negativos, portanto concentragdo de sais, tempo de crescimento, temperatura
e concentragao de nutrientes devem ser utilizados em seu nivel maximo, +1.

As condigdes de crescimento obtidas pela analise da funcdo desejabilidade e

efeitos de 12 e 22 ordem sao apresentados na tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Condigoes de crescimento estabelecidas para aprimorar a produgao de
naftoquinonaimina por Aspergillus sp. DLM3-8.

Experimento # - Variaveis
[sais] t T rpm [M3]
6 +1 -1 +1 -1 +1
17 +1 +1 +1 -1 +1

Comparando os experimentos #6 e #17, nota-se que apenas o tempo de
crescimento é alterado de 7 para 21 dias, respectivamente. O experimento #17 foi
realizado, e apos a medida da area sob o pico correspondente a naftoquinonaimina
(53), confirmou-se que esta € maior em #17 (R = 341083) do que em #6 (R =
309967).

Como a condicao otima de crescimento da linhagem fungica Aspergillus sp.
DLM3-8 para a produgao da naftoquinonaimina tende a condigéo padrao, ou seja,
utilizando a receita completa do meio de cultura M3 em ASW, 28 °C em modo
estatico, e considerando-se que a produgdo os compostos esta relacionada a
esporulagdo do fungo, outras condicbes foram testadas para o estudo de

biossintese.

5.5.4 Testes para o cultivo da linhagem Aspergillus sp. DLM3-8

Apo6s analise por CLAE-UV-EM dos extratos obtidos dos cultivos na presencga
e auséncia de luz por 7, 14, 21 e 28 dias, a 28 °C, utilizando-se os meios de cultivo
M3 e PDB, nao foi possivel observar nenhuma alteracdo morfolégica macroscépica
ou qualquer mudancga no perfil metabdlico do extrato do meio de cultivo da linhagem

fungica Aspergillus sp. DLM3-8.
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Além disso, observou-se que a producéo da piranonigrina C foi maior com
tempo de cultivo igual a 14 dias, sendo muito menor e/ou ndo detectada quando o
fungo foi cultivado por 21 ou 28 dias.

O uso do meio de cultura PDB nao se mostrou adequado, pois a producao de
ambos os compostos, piranonigrina C (36) e naftoquinonaimina (53), foram menores

das observadas no meio cultura M3.

5.5.5 Curva de produgao de metabdlitos secundarios

Apoés analise por CLAE-UV-EM dos extratos obtidos dos cultivos diarios e
realizada a medida da area sob a curva do pico correspondente a cada composto,
obteve-se os dados mostrados na tabela 5.7, assim como as figuras 5.5 e 5.6.

A figura 55 mostra que a producdo de piranonigrina C varia
consideravelmente de acordo com o tempo de crescimento do fungo, apresentando
picos de producao nos dias 13, 21 e 23 de crescimento. Ja a figura 5.6 mostra que a

producao de naftoquinonaimina aumenta de acordo com o tempo de crescimento.

Tabela 5.7 - Medida da area sob a curva do pico correspondente a piranonigrina C e
naftoquinonaimina.

Piranonigrina C Naftoquinonaimina

Dia| R1 A R2 m Média R1 A R2m Média
5 0,15 0,53 0,34 21 27 24
7 48 61 54,5 122 158 140
9 93 33 63 75 129 102
11 112 123 117,5 153 249 201
13 891 758 824,5 354 417 385,5
15 366 179 272,5 392 379 385,5
17 273 235 254 241 368 304,5
19 851 546 698,5 665 285 475
21 857 753 805 518 787 652,5
23 290 324 307 600 540 570
25 755 776 765,5 639 849 744
27 937 593 765 651 657 654
29 534 460 497 755 798 776,5

An =254 nm, R1 e R2 representam a duplicata.



Figura 5.5 - Curva de producéao da piranonigrina C produzida pela linhagem Aspergillus sp.
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Figura 5.6 - Curva de producédo da naftoquinonaimina produzida pela linhagem Aspergillus sp.

DLM3-8.
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5.5.6 Teste de toxicidade com precursores nao-marcados isotopicamente

Apo6s analise por CLAE-UV-EM dos extratos obtidos dos cultivos com adigao

dos precursores sem marcagao isotopica, nao foi possivel observar nenhuma

alteracao morfolégica macroscoépica do fungo.

A adicado de acetato de sddio e propionato de sddio nas concentragcdes 0,5

g/L, 1,0 g/L e 2,0 g/L também nao alterararam o perfil metabdlico do extrato da
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linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8, assim como a adigdo dos aminoacidos

fenilalanina, prolina e metionina nas concentragdes 0,25 g/L, 0,5 g/L e 1,0 g/L.

5.5.7 Testes de incorporagao de precursores isotopicamente marcados

Considerando-se os dados obtidos nos itens 5.5.5 e 5.5.6, o primeiro teste de
incorporagao de precursores isotopicamente marcados foi realizado adicionando-se
[1-"*C]AcONa e [1,2-"*C,]JAcONa de forma seriada, ou seja, foi adicionado o total de
1,0 g/L de precursor dividido em 3 dias de adi¢ao (6, 10 e 14), com extragdo no dia
21.

Apos analise por CLAE-UV-EM, nao foi observada qualquer incorporagéo dos
precursores isotopicamente marcados nos compostos em estudo, ou em qualquer
outro produzido pela linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8. Assim, o experimento
foi repetido com a adigdo da concentragao total de precursor (1 g/L) no dia 6° dia de
crescimento.

Nesse segundo teste, além dos precursores [1-">CJAcONa e [1,2-"*C,]AcONa
utilizados anteriormente, testou-se [1-">C]glicose, j& que AcONa pode ser desviado
para a producdo de acidos graxos e por isso sua incorporagdao poderia nao ser
observada nos metabolitos secundarios produzidos em meio de cultura pela
linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8. Novamente, apds analise por CLAE-UV-
EM, ndo foi observada qualquer incorporacdo dos precursores isotopicamente
marcados nos metabdlitos produzidos por Aspergillus sp. DLM3-8.

As analise dos PFF para o fungo Aspergillus sp. DLM3-8 mostrou que seus
metabdlitos secundarios se concentram nos esporos, uma vez que os metabdlitos
em estudo, naftoquinonaimina e piranonigrina C, s6 foram observados por CLAE-
UV-EM em extratos do meio de cultivo oriundo de experimentos em que foi
observada a esporulacdo do fungo. Deste modo, buscou-se na literatura
experimentos de incorporagdo de precursores isotopicamente marcados para
metabdlitos encontrados em esporos. Riko e colaboradores (2013) utilizaram meio
de cultura sdlido para o estudo da biossintese do composto piranonigrina A. Apos
analise por CLAE-UV-EM dos extratos obtidos a partir da cultura de Aspergillus sp.
DLM3-8 — teste 3, também nao foi observado qualquer padrao de incorporacéo nos

compostos em estudo.
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Uma possivel explicagdo para a incorporagao dos precursores isotopicamente
marcados nao ter sido observada nos metabdlitos secundarios produzidos pela
linhagem fungica Aspergillus sp. DLM3-8, é o seu desvio para a rota de produgao de
acidos graxos. Sendo assim, todo o AcONa adicionado teria sido utilizado pelo
metabolismo primario do fungo.

Dois experimentos sao sugeridos para se contornar esse problema: a) o uso
de inibidores de acido graxo sintase, com um estudo prévio para testar a sua
viabilidade e b) mudanca do meio de cultivo, trocando M3 por um meio de cultura
mais simples, por exemplo, uma mistura de glicose e aminoacidos em agua do mar
artificial, meio minimo especifico para o género Aspergillus (JORGENSEN et al,
2011) e Czapek (FILL, SILVA e RODRIGUES-FO, 2010).

Os experimentos sugeridos em b estdo em andamento. Espera-se que
reduzindo a complexidade do meio de cultura, a incorporagdo de glicose
isotopicamente marcada possa ser observada e elucidar a biossintese da

piranonigrina C e da naftoquinonaimina.
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Capitulo 6 Conclusodes

Os resultados obtidos do estudo de incorporagdo de precursores
biossintéticos isotopicamente marcados para o composto ciclotiocurvularina A,
produzido em meio de cultura pelo fungo Penicillium sp. DRF2, confirmaram que a
macrolactona e o anel dihidroxibenzdico sdo provenientes da via de biossintese dos
policetideos, bem como o aminoacido L-cisteina como precursor do residuo 3-
mercaptolactato no anel tetrahidrotiofeno. A analise desses resultados indicaram que
este metabdlito é provavelmente oriundo de um processo de detoxificagcdo, devido a
producdo excessiva de um composto citotoxico, a a,B-desidrocurvularina, apos
otimizacao das condi¢cdes de crescimento para a linhagem fungica Penicillium sp.
DRF2. Experimentos adicionais com adicdo do aminoacido n&o-proteinogénio
homocisteina ao meio de cultura, sugere que a formagado das ciclotiocurvularinas
ocorra via um processo enzimatico ou quimico.

O estudo do metabolismo secundario da linhagem fungica Aspergillus sp.
DLMS3-8, utilizando-se diversas estratégias para a produ¢cao de compostos formados
por uma rota de biossintese mista, piranonigrinas C e naftoquinonaimina, mostrou
que o perfil metabdlico permanece constante perante as mais diversas modificagcoes
nas condi¢cdes de cultivo. Além disso, 0 insucesso da incorporagao de precursores
biossintéticos isotopicamente marcados nos metabdlitos produzidos por essa
linhagem sugere que novas abordagens devem ser desenvolvidas para se viabilizar
estudos de biossintese para essa linhagem, como o uso de inibidores de acido graxo
sintase ou um meio de cultura de constituicdo simples.

Este trabalho mostra a importdncia dos estudos envolvendo precursores
isotopicamente marcados, uma abordagem classica, que permite inferir
particularidades sobre as rotas biossintéticas de produtos naturais de micro-

organismos.
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ANEXOS

Lista de figuras
Figura S1 - Espectro de RMN de "*C da ciclotiocurvularina A com abundancia natural

A8 PC. o 83
Figura S2 - Espectro de RMN de "*C da ciclotiocurvularina A isotopicamente
marcada com [1-"2Clacetato de SOTIO. ......cveveereeeeeeeeee et ee e 84
Figura S3 - Espectro de RMN de "*C da ciclotiocurvularina A isotopicamente
marcada com [1,2-"C,Jacetato de SOIO. .......ccooveeeeieeeeeeeeeeeeeeee e 85
Figura S4 - Espectro de RMN de "*C da ciclotiocurvularina A isotopicamente
marcada com [U-"Cs3 N 1J-L-CISteINa.......cv et 86

Tabela S1 — Medida da area sob os sinais no espectro de RMN de 3C da ciclotiocurvularina A
incorporada com diferentes precursores isotopicamente marcados com 3c.

Posicdao & °C? Padrdo [1-"°C4]AcONa [1,2-"°C;]JAcONa [U-"C3'°N4]-L-Cys

1 172.5 0,597 13,1408 6,1893 2,1769
2 385 11,2093 1,0438 13,6205 4,9821
3 136.3 0,5118 12,5379 3,3067 2,2113
4 111.8 1,2241 1,0912 14,0021 5,6583
5 162.8 0,4687 11,7540 4,8748 1,7568
6 103.6 1,1544 1,0343 13,6620 5,56302
7 160.5 0,4472 11,2505 5,2935 1,6630
8 121.7 0,4408 n.d. 4,1028 1,9523
9 209.7 0,4517 9,5736 4,7790 1.0000*
10 64.0 0,8198 0,6180 10,5128 4,0094
11 50.0 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
12 349 1,2333 1,1977 14,3174 5,7310
13 27.7 1,1788 25,0712 13,8422 5,8566
14 315 1,2972 1,2457 14,2954 5,5440
15 76.3 1,3586 27,9855 14,5629 5,9988
16 21.7 1,1916 1,2759 13,6843 5,5450
17 40.9 1,0000* 1,0000* 1,0000* 222,1003
18 88.0 10,4458 n.d. n.d. 100,8189
19 176.6  n.d. n.d. n.d. 84,7683

100 MHz, 12 h; n.d.: ndo detectado; n.d.* sobreposto ao sinal do solvente; *utilizado
como padrao de referéncia para abundancia natural de *C.
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Figura S7 - Espectro de RMN de '*C da ciclotiocurvularina A com abundancia natural de **C.
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Figura S8 - Espectro de RMN de 3¢ da ciclotiocurvularina A isotopicamente marcada com [1-13C]acetato de sddio.
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Figura S9 - Espectro de RMN de 3¢ da ciclotiocurvularina A isotopicamente marcada com [1,2-13C2]acetato de saédio.
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Figura S10 - Espectro de RMN de *C da ciclotiocurvularina A isotopicamente marcada com [U-">C;'°N,]-L-cisteina.
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